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Beitriige zum Chemismus pflanzlicher Tumoren. 


1. Mitteilung: 
Stickstoffbilanz. 


Von 
Gi. Klein und E. Keyssner. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der Il. G. Farbenindustrie Aktien 
gesellschaft Ludwigshafen a. Rh... Werk Oppau.) 


(Eingegangen am 2. September 1952.) 


Kinleitung. 

Im folgenden bringen wir einige Beitrage zum Chemismus der 
durth Bacterium tumefaciens erzeugten Pflanzentumoren. 

Der erste behandelt statisch die Stickstotformen von Tumor- 
und Normalgewebe, der zweite die Verschiebung des py im Tumor, 
der dritte eine vergleichende Enzymuntersuchung an Normal-, Wund- 

r 5 . . 
und Tumorgewebe, gemessen an der Katalase. Uber histologisch« 
und bakteriologische Ergebnisse wird an anderer Stelle berichtet. 


1. Analysenverfahren. 


Zur Untersuchung kam eine gr6éBere Anzahl Pilanzen, deren ent- 
sprechenden Teile vereinigt wurden. Fiir die Analyse wurden 20 bis 25 g 
angewendet. Das Material wurde mit fliissigem Stickstoff gefroren und 
zerkleinert. Das EiweilfS wurde mit Trichloressigsiure ausgefallt und nach 
Kjeldahl aufgeschlossen. 

In dem Filtrat vom Eiweif wurde das Ammoniak mittels Sodanatrium 
chloridlésung im Vakuum bei 40 bis 45° abdestilliert. 

Die Amidbestimmung erfolgte nach Sachsse (Verseifung mit Schwefel- 
saure ). 

Das Nitrat wurde mit Devarda-Legierung in alkalischer L6ésung zu 
Ammoniak reduziert. 

Da dureh Alkali auBerdem Ammoniak aus Ammoniumsalzen und 
Amiden in Freiheit gesetzt wird. wurde zuerst ohne Legierung destilliett 
und dann die Legierung hinzugetiigt. Es zeigte sich aber spater. bei einer 
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Uberpriifung dieses Verftahrens, dai} trotz des vorhergehenden Austrei} 
von Ammoniak usw. von neuem Ammoniak abgespalten wird. Aus di: 
Grunde sind besonders die niedrigen Nitratwerte zweifelhaft: sie wi 
deshalb dem l6éslichen Stickstoff hinzugezaihlt: nur bei der roten R 
waren tatsachlich grobe Mengen Nitrat vorhanden. wie durch Kont) 
bestimmungen mit Phenolschwefelsaure festgestellt wurde. 

Nach der Destillation mit Devarda-Legierung wurde die Lésung 1: 
Kjeldahl aufgeschlossen. Dem hierbei erhaltenen Wert wurde noch « 
beim Kochen mit Alkali (ohne Devarda-Legierung) gefundene hinzugeziil 
léslicher Stickstoff. 

Der Aminostickstoff wurde nach van Slyke bestimmt. 


Ks wurden folgende Ptlanzen untersucht: 
a) Balsamine, c) Tomate, 
b) Geranie, d) weiBbe Riibe, 


e) rote Rube. 


Die erhaltenen Werte sind in den Tabellen L bis V. bezogen auf Frisch). 


und Trockensubstanz, eingetragen. 


Tahe lle a 


Balsamine (20. Dezember 1930). 





100 g Frischsubstanz 100g Trockensubstanz 
enthalten mg enthalten mg 
liber dem Tumor Unter dem = itiber dem Tumor Unter der 
Tumor Tumor Tumor Tumor 
Kiweib-N..... 19 147 11 364 1334 229 
Loslicher N  . . 11 78 11 226 710 235 
Ammoniak-N . . . 2.0 0.7 12 38 6.4 25 
a 0,4 4.6 i 7.4 42 37 
Ammo-N.... 7,3 21 5.7 135 193 121 
Trockensubstanz. . 5.3 11,0 4,7 


Tabelle I]. 


Geranie (5. Januar 1931). 





100 g Frischsubstanz 100g Trockensubstanz 
enthalten mg enthalten mg 
iiber dem Tumor Unter dem iiber dem = yymoy unter der 
Tumor Tumor Tumor Tumor 
EiweiB-N..... - 219 61 1092 228 
Léslicher N. . . . 34 124 27 172 617 87 
Ammoniak-N . . . 5.6 3,6 $1 29 18 12 
Amid-N ..... 0 3.6 2.5 0 18 93 
Amino-N..... | 34 34 32 173 170 119 


Trockensubstanz. . 19,7 20,1 26,8 
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Tabelle 111. 


Tomate (12. Januar 1931). 
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10g Frischsubstanz 100g Trockensubstanz 


enthalten mg 


iiber dem = Tymor Unter dem iiber dem = qymoy 

rumor Tumor rumor 
eiB-N . - 5D 170 42 475 1290 
sicher N ... 19 93 27 185 711 
moniak-N 1,1 2.4 0,6 11 1S 
id-N .. ‘ 2.1 6,0 3.5 20 46 
ino-N 2 nat ba 9.2 30 8.5 SS 228 
ckensubstanz. . 10.5 13.1 10,0 


Tabelle VV. 
Untersuchung von weiben Riiben. 


|. Weibe Riiben. gesund ' 
2. Tumoren von weiben Riiben 
3. Gegentiberliegende Teile von Tumoren, . 8,26", 


Se ie 


enthalten mg 


unter dem 
Tumor 


422 
268 

6 
3 


SD 


8.35". Trockensubstanz. 





In 100 g Trockensubstanz 


I Il 
mg meg 
Kiweib-N .. ay eee a. 930,54 1053.16 


) N-Formen im Filtrat der Trichlor- 


essigsaurefiallung: 


a) Kjeldahl-N . . —_ 1147.31 661,48 
b) Ammoniak-N . . . ee in “sik. Sale 110,90 33.40 
ec) Amid + Ammoniak-N. 281,68 47,74 
Amid (errechnet aus ec ae 170,78 14.34 
d) Amino-N . . ; -_ 306,59 186,86 
e) Nitrat-N 296,29 52.32 


verloren 


694.92 
91.53 
128,81 
37.28 
263.68 
990 56 





2. N-Formen im Filtrat der Trichlor- 


essigsaurefallung : 


a) Kjeldahl-N 95,80 65.95 
b) Ammoniak-N ......... 9,26 3.33 
ec) Amid+ Ammoniak-N ..... 23,52 4.76 
Amid (errechnet aus ce | ae 14,26 1,43 
d) Amino-N oe ore ae 25.60 18,63 
ee ee ee 24,74 5,22 
3. Gesamt-N (errechnet aus 1, 2a, 2e) 198,24 176,17 


3. Gesamt-N (errechnet aus 1, 2a, 2e) 2374,14 1766,96 
In 100g Frischsubstanz 
I II Il 
ng mg mg 
| ok 77,70 105,00 verloren 


57,40 
7,56 
10.64 
3,08 
21.78 
24,00 
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Tahe lle Vy’. 
Untersuchung von roten Riiben. 


1. Rote Riiben. gesumd., . . . . . . . . 10,40°. Trockensubstanz 


2. Tumoren von roten Riiben. . . . . . 10,14°, 


3. Gegentiberliegende Teile von Tumoren, 9.38 





In 100 ¢ Trockensubstanz 





I I] II 
mye me my 
1. Kiweib-N. , a oe verloren 1454.65 917,91 
2. N-Formen im Filtrat der ‘Trichlor- 
essigsaurefiallung: 
a) Kjeldahl-N 2... cw 994,81 707,10 845,82 
b) Ammoniak-N . . . a 137,98 25.84 173,24 
ec) Amid + Ammoniak-N. 198,56 85.60 246,27 
Amid (errechnet aus ¢ b) as 60,58 59,76 73.03 
d) Amino-N ..... a ER ee 468.75 240.43 479.2! 
e) Nitrat-N ... ; a 145,10 50,89 261,94 
3. Gesamt-N (errechnet aus 1, 2a, 2e) 2212.62 2023.67 
In 100g Frischsubstanz 
| I Il I! 
mg mg mg 
| 
ee 56,90 147.5 86,10 
2. N-Formen im Filtrat der Trichlor- 
essigsiurefallung : 
a) Kjeldahl-N . . . eT hares ek 94,10 71,70 79,15 
b) Ammoniak-N ...... ae 14,35 2,62 16,25 
¢) Amid + Ammoniak-N aed 20,65 8.68 23.10 
‘Amid (errechnet aus e——b).... 6,30 6.06 6.85 
d) Amino-N .. . a eo eee 48,75 24,38 44.95 
| eo) ROI 4.u 6 a x ae gf 15,09 5,16 24,57 
3. Gesamt-N (errechnet aus 1, 2a, 2e) 176.09 224.36 189,82 
2. Ergebnis. 


Uberblickt man die Zahlen, so findet man iiberall groBe Unterschiede 
zwischen Tumor und gesundem Gewebe. 

Alle untersuchten Pflanzentumoren besitzen einen héheren Gehalt 
an organischen Stickstoffverbindungen. Der EiweiBgehalt ist auf ein 
Vielfaches von dem des gesunden Gewebes gestiegen, gleichgiiltig, o! 
man die Zahlen auf Frisch- oder Trockensubstanz bezieht. Bei dem 
loslichen Stickstoff liegen die Verhaltnisse ahnlich. 

Der EiweiBreichtum ist durch die groBe Zahl gleichzeitig vor- 


handener plasmareicher Embryonalzellen im Tumor bedingt. 
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Auch die Riiben zeigen auf Frisch- und Trockengewicht bezogen 
das iiberdies héher ist als im Normalgewebe im Tumor héhere 
KiweiBwerte als im Normalgewebe. Da schon sehr grobe (also Altere) 
[umoren verwendet wurden, ist das héhere Trockengewicht durch die 
groBen Massen an Membrancellulose (von den sehr zahlreichen un 
geregelt angeordneten Tracheiden und den alteren schon plasmaarmen 
lumorzellen) zu erkliren. Rohfaserbestimmungen, die das Verhiltnis 
quantitativ hatten erfassen kénnen, wurden leider nicht gemacht 
Dagegen sind bei den Riiben die Werte fiir alle anderen Stickstoff- 
fraktionen, besonders die fiir den pflanzlichen Stickstoffwechsel charak- 
teristischen Ammoniak-, Amid- und Aminosiurefraktionen um ein 
Mehrfaches geringer als im Normalgewebe. Auffallend ist der geringe 
Nitratwert im Tumor der sonst stark Nitrat speichernden ,,Salpeter- 

pflanzen*. 

Zusammenfassung. 

Es wurde von pflanzlichen Tumoren der Gehalt an Stickstoff- 
verbindungen mit dem von gesundem Gewebe verglichen und dabei 
vefunden, daB bei allen Pflanzen im Tumor ein Vielfaches an Eiweil 
gegeniiber gesundem Gewebe vorhanden ist. Auch die Menge det 
léslichen anorganischen und organischen Stickstofformen (Ammoniak, 
\minosauren, Amide) in Tumor und Normalgewebe differiert, und zwar 
ist sie bei Balsamine, Geranie und Tomate im Tumor héher, bei Riiben 
arten niedriger als in gesunden Teilen. 





Beitrige zum Chemismus pflanzlicher Tumoren. 


Il. Mitteilung: 
Uber die Wasserstoffionenkonzentration in pflanzlichen Tumoren. 
Von 
G. Klein und E. Keyssner. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie Aktien 
gesellschatt Ludwigshafen a. Rh., Werk Oppau.) 


(Ringegangen am 2. September 1932.) 


In experimentell erzeugten Pflanzentumoren wurde parallel zum 
Normalgewebe verschiedener Pflanzen die Wasserstoffionenkonzen. 
tration bestimmt. AuBerdem wurde aus allen die Gesamtsumme der 
mit Ather extrahierbaren Saiuren und die Asche mit der Absicht be- 
stimmt, Schliisse auf den Saéurehaushalt im Tumor zu ziehen. 


A. Wasserstoffionenkonzentration. 


1. Ausfiihrung der Messung'. 


Die Pflanzenteile wurden in einer Achatreibschale zerdriickt. Bb: 
sehr trockenem Material wurden je nach der Menge einige Tropfen 1” .ige: 
Kaliumchloridlésung hinzugegeben. Zuletzt wurde der zerquetschten 


breiigen Masse etwas Chinhydron hinzugefiigt und nach dem Vermischen 
sofort gemessen. Es wurde darauf gesehen, da fiir die Vorbereitung und 
Messung so wenig Zeit wie nur méglich verbraucht wurde, um Veranderungen 
durch autolytische Vorginge auszuschlieBen. Es wurden folgende Pflanzen 
untersucht. 


a) Balsamine, e) Gurke 
b) Geranie, f) weiBe Riibe, 
c) Tomate, g) rote Riibe. 


d) Sonnenblume, 


Neben dem Tumor wurden zum Vergleich folgende Teile der Pflanz 
untersucht : 


' BE. Keyssner, Planta 12, 575, 1931. 
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Bei den Tumoren an Stengeln der tiber und unter dem Tumor unmitte! 
anschlieBende Teil des Stengels, gegebenenfalls auch der Stengelteil, 
m der Tumor aufsaBb ; 
der oberste Teil des Stengels (,.Krone‘’ ohne Blatter); 
soweit méglich, Teile zwischen Krone und dem dem Tumor benach 
rten Teil; 
Teile des unteren Stammes. 
Die Ergebnisse der Messungen sind in den Tabellen I bis Ve nieder- 
gelegt. 
Bei den Riiben wurden gesunde Riiben, bei den kranken der Tumor 
nd das gegeniiberliegende gesunde Gewebe benutzt. 


Tabelle I. Balsaminen. 









Pu 
Anbau Nr.:  566(,) 566(.) 584(,) 602  578(,) S7Riy) 572 554(,) 548(,) 554(y) 481, 
Zeit (1930) Ende April 13. V. 30. VI. bis 1. VII 
krone . 5.48 | 5.54 | 5,36| S441) - en! on) & os Proce eS 
Pee Pi BR eee ro 5 5. 5.33 4.86 6.46 5.62 {> 
(ber dem Tumor 5,43. 5,79 | 5.58) 5.52 |? oe a 4,86 | 6,46 "© 15,82 
Tumor. . . . 9,93 6,10 6,26 5,76 6,28 | 5,87) 5,88 6.25 7,00 6,46 6,36 
Am Tumor... - 5,90 86 5,63 


5.60 5,60 5.61 6.39 5,62 5.85 
.70 | 5.50 5.67 5.64 6,68 5,65 5,58 
5.52 5.67 51 6.73 5,78 OOO 


Unter dem Tumor | 5,52 | 5,44 5,73 5,40 
P ‘ a 5,60 5,59 5,78 5,52 
5.76 | 5.64 5,76 | 5.52 

5,76 5,62 5,78 


rororor 
rs 


~- 
~) 
~— 


Tabelle Il. Pelargonien. 








PH 
Anbau Nr.: 580 598 562 574 5923 6562/4 474 (ohne Tumor) 
Zeit (1930): 26. VI ww Ve. 28. VI 30. VI 9%. bis 15. VIL. 27. VI 
Krone .....|| 4,91 5,16 5,03 4,66 5,18 | 482 = 4,82 
Uber dem Tumor) 4,88 4,93 4,93 5,00 541 4,69 2 4,52 
Tumora.... 6,28 6,25 5.64 5,68 6,61 6,20 4,82 
» bv... 62 5,71 , 4,89 
‘ “See 6,18 ~ 5,64 » 4,96 
Am Tumor... 5,18 5,08 5,45 5,52 | 4,94) & 5,08 
Unterdem Tumor, 5,01 5,06 5,31 5,20 5,56 500. & 5,03 
s as 5,05 5,10 5,28 
Tabelle IiIJ. Tomaten und Sonnenblumen. 
Durchschnittswerte aus mehreren Bestimmungen. 
Tomaten Sonnenblumen 
Pu Pu 
Tumor . . a nas 5,74 6,16 
Stengel unter dem Tumor . 5,44 5,81 


” aber , = : 5.58 5,78 
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Tabelle IV 


E. Keyssner : 





Gurke. 
Nr. 575 (42 em lang) Nr. 477 (40 em lang) 

Zeit: Ende April Pu Zeit: Ende April Pu 
Krone. 5,78 Krone. 6,37 
Verzweigung. 5.98 Verzweigung 6.52 

Ee 6,34 Stengel 6.46 

Ober dem Tumor 6,72 Verzweigung 6,54 
Tumor cearis 6,83 Stengel 6.71 
Unter dem Tumor 6,60 Verzweigung. 6.76 
5,82 Stengel 6,30 

6.92 Verzweigung . 64S 

Stengel 6,37 

Verzweigung . 63! 





Tabelle Va. 














Weilie Riiben (1931) Pu 
Tumor (P. M.). 6,66 
Gegenseite . 6.33 
Tabelle Vb. 
Nr. Weife Riiben (1930) Pu 
1 Tumor (Rio Nr. 1586) . 6,45 
Entgegengesetzte Seite . 6,27 
2 Tumor (Israilsky Nr. 1585) . 6,65 
Kntgegengesetzte Seite . 6,25 
3 Gesunde Kontrollriibe 6.36 
Tabelle Via. 
: Rote Riiben (1931) Pu 
Tumor (P. M.). 7,30 
(egenseite . 6.64 
Tabelle VIb. 
Nr. Rote Riiben (1930) Py 
1 Tumor (Rio Nr. 1589) . 
Entgegengesetzte Seite . : 525 
2 Tumor (Israilsky Nr. 1588) 6,46 
Entgegengesetzte Seite . 5,71 
3 Gesunde Kontrollriibe 6.19 
2. Ergebnisse. 
Von den untersuchten Pflanzen zeigen Balsaminen, Geranicn, 


Tomaten, weiBe und rote Riiben das gleiche Verhalten. In allen Fallen 











sleick 
sehr ¢ 
Gewe 
deutl 
leicht 
webe 
ohne 
in Wi 
schws 
blum 


pa-W 
zuma 
war ; 
Pu- W 


griin 
gleick 
hand 


] 
samir 


des p 
achte 
barte 


7 
Pflan: 
etwas 
keitse 

ind 

extral 

» 
yvenon 
n/50 
titrier 
von 


dieser 








nien, 


All Dn 





Chemismus pflanzlicher Tumoren. IT. 259 


sitzt der Tumor einen gréBeren py-Wert, ist also alkalischer als das 
anliegende normale Gewebe. Die Unterschiede sind iiberall sehr deutlich. 
Bei den Geranien betragen sie teilweise iiber eine px-Einheit. Zwei 
sehr groBe Tumoren von Geranien wurden in drei Teile geteilt und die 
(vile einzeln gemessen. Die Abweichungen dieser Werte sind im Ver- 
gleich zu dem Unterschied zwischen Tumor und der iibrigen Pflanze nicht 
sehr erheblich. In den Fallen, wo das unmittelbar am Tumor anliegende 
Gewebe untersucht werden konnte, ist dieses durch seinen py-Wert 
deutlich von dem Tumor unterschieden. Der Unterschied wiirde viel- 
leicht noch gréBer sein, wenn eine scharfe Trennung des kranken Ge- 
webes vom gesunden gelinge. Zum Vergleich wurde auch eine Geranie 
ohne Tumor untersucht. Diese Pflanze zeigte an den Stengelteilen, 
an welchen bei den iibrigen der Tumor erzeugt wurde, nur sehr wenig 
schwankende px-Werte. Ahnlich verhielten sich Tomaten und Sonnen- 
blumen. 


Bei der untersuchten Gurke besitzt ebenfalls der Tumor den héchsten 
pa-Wert. Allerdings sind hier die Unterschiede nicht so ausgepragt, 
zumal eine gesunde Pflanze auch ahnliche Schwankungen zeigt. Es 
war auffallend, daB stets die Blattansatzstellen einen etwas héheren 
pu-Wert besaBen als die benachbarten Stengelteile. 


Die tumorbehaftete Pflanze war unterhalb des Tumors kraftig 
grin (fast blaugriin) gefairbt, wahrend oberhalb des Tumors die 
gleiche gelbgriine Farbung wie bei einer normalen Pflanze vor- 
handen war. 


Es sei hier noch bemerkt, da8 in einem spateren Versuch mit Bal- 
saminen gepriift wurde, ob mit dem Alter des Tumors eine Anderung 
des pa-Wertes eintritt. Eine derartige Abhaingigkeit war nicht zu beob- 
achten. Schon die kleinsten Tumoren waren alkalischer als die benach- 
barten Teile. 


B. Atherlisliche Siuren. 


1. Bestimmung. 


Zur Bestimmung der Sauren wurde der zu untersuchende Teil von det 
Pflanze abgetrennt und rasch gewogen. Dann wurde unter Zugabe von 
etwas Chloroform zerdriickt. Die zerquetschte Masse wurde in einen Flissig 
keitsextraktionsapparat eingefiillt und nach Hinzufiigen von etwas Wasser 
und Ansfiuern mit verdiinnter Schwefelséure 50 Stunden mit Ather 
extrahiert. 


Nun wurde der Ather abdestilliert, der Riickstand mit Wasser auf 
venommen und auf 100 cem aufgefiillt. 10cem dieser Lésung wurden mit 
n/50 Natronlauge unter Verwendung von Phenolphthalein als Indikator 
titriert. Die meisten Lésungen enthielten mehr oder weniger groBe Mengen 
von Schwefelséure, die bei der Extraktion mit tibergegangen waren. Um 
diesen Betrag in Anrechnung bringen zu kénnen, wurde in 50 cem Lésung 
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die Schwefelsiure als Bariumsulfat bestimmt und daraus die aquivalent, 
Menge n/50 Natronlauge berechnet. Es wurden die Tumoren von Geranic 
und Tomaten untersucht. 

Zum Vergleich wurde je ein Stiick des Stammes oberhalb und unt, 
halb des Tumors in gleicher Weise untersucht. Die gefundenen Zal 
bei welchen bereits der Schwefelsiuregehalt beriicksichtigt worden 
sind in den Tabellen VIL und VIII zusammengestellt. Die vorhande: 
Siuremenge, berechnet auf 1 g Frischsubstanz, ist in cem n/50 Natronla 
ausgedriickt (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 


Verbrauch an Kubikzentimeter n/50 NaOH, berechnet auf | g 





Geranie Tomate 
Anbau Nr.: 574 562 713/6 713/8 716 2 713 1 712 
Zeit (1930): 7. VI. 17. VII. 5. bis 7. VIII 
Uber dem Tumor. . 41,1 32,3 101 17,0 14,3 11,0 11,5 
(a 15,5 11,2 44 14,3 10,1 10,7 5,0 
Unter dem Tumor . 26,4 44.6 103 24,1 22.0 14.4 &5 


Ahnlich wurde bei wei®Ben und roten Riiben verfahren (s. Tabelle XI\ 


2. Ergebnisse. 


Der Sauregehalt der Tumoren ist bei den Geranien und Tomaten 
niedriger als in den Stammteilen. 

Der niedrige Sauregehalt der Geranientumoren wiirde der hohen 
pu-Zahl entsprechen. Bei den Tumoren stimmen jedoch Sauregehalt 
und px nicht iiberein. Da aber bei der Extraktion mit Ather infolge 
der Ansaiuerung mit Schwefelsiure auch die an Alkali gebundenen 
Sauren extrahiert werden, so braucht keine Beziehung zwischen dem 
gefundenen Sauregehalt und der px-Zahl zu bestehen. Ein Vergleich 
ist erst dann méglich, wenn der Basengehalt bekannt ist. 


C. Aschengehalt. 


Da der Sauregehalt allein tiber den Zustand dieser Sauren nichts 
aussagt, wurde bei einigen Pflanzen die Asche und deren Alkalitat 
bestimmt. 

1. Bestimmung der Asche. 

Der gewogene Pflanzenteil wurde im Muffelofen bei etwa 550° verascht 
Die Asche wurde gewogen und mit n/10 Salzsiure aufgenommen. De! 
Saureiiberschu8B wurde mit n/10 Natronlauge und Phenolphthalein a! 
Indikator zuriicktitriert. Die verbrauchte Saure entspricht dem Basen 
gehalt (kohlenséurefreie Asche). Untersucht wurden: 


a) Geranie, c) weiBe Riibe. 
b) Tomate, d) rote Riibe. 
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den Tabellen VIIT bis XII zu ersehen. 
suchten Pflanzenteile entspricht der nebenstehenden Skizze. 


Bei beiden Pflanzen - 


Geranien und Tomaten 


hat 


der Tumor einen héheren Wassergehalt bzw. geringeren 


Trockensubstanzgehalt als die benachbarten Teile. 


Daher 


sind die Kurven der Aschengehalte verschieden, je nach dem 


man die Werte auf Frisch- 


oder Trockensubstanz 


bezie 


ht. 


Auf Frischsubstanz bezogen unterscheidet sich der Tumor 
Pflanzen nicht wesentlich vom iibrigen Stamm; bei der Umrechnung 
auf Trockensubstanz zeigt der Tumor héhere Aschenwerte als die be- 
nachbarten Teile. 


Tabelle 


Gehalt an Trockensubstanz in Prozenten. 


VIII. 
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Die bei den Geranien und Tomaten erhaltenen Zahlen sind aus 
Die Nummerierung der unter- 


l 


6 


beider 











Geranie Tomate 
Nr Anbau Nr.: 574/5 604/7 718/2 714,10 716.8 
Zeit (1930): 16. VII. 4. VU 6. VIII 
l 18,2 20,0 6.9 11,1 95 
2 22,2 25.5 10,3 16,0 15,0 
3 23,5 29,3 15,1 18,4 16,5 
4 27,0 30,1 15,3 20,1 18.0 
5 Tumor 17.4 16,0 12,1 12.8 11,4 
6 28,7 33,4 15,6 18,9 19.3 
Tabelle IX. 
Asche in Prozenten, berechnet auf Frischsubstanz. 
Geranie Tomate 
Nr 
Anbau Nr.: 574/5 6064/7 7182 714,10 16/8 
l 2.0 2,0 1,5 1,6 2,2 
2 23 23 the 1.5 
3 2.2 2.6 1,8 Be 26 
4 2,6 2.5 1,8 1.6 1.9 
5 Tumor 2.5 2,5 1,8 2.1 1.9 
i) 2.5 2,5 1.7 1,4 1.9 
Tabelle X. 
Verbrauch an Kubikzentimeter n/10 HCl, berechnet auf 100g Frisch- 
substanz (Alkalitat). 
Geranie Tomate 
Nr 
Anbau Nr.: 574/5 604/7 718/2 714/10 T16/8 
i 477 245 139 208 247 
2 322 298 189 213 
3 289 383 229 273 334 
4 420 362 193 194 275 
5 Tumor 288 305 143 221 223 
6 367 344 198 269 293 





262 G. Klein u. E. Keyssner: 


Tabelle XI. 
Asche in Prozenten, bezogen auf Trockensubstanz. 





Geranie Tomate 
Nr. 
Anbau Nr.: 574/5 604/7 718/2 714,10 rat 

l 10,7 9.9 22,3 14.5 23,2 
2 10,2 8,7 16,1 9,5 

3 9,5 8,8 12,1 94 15,7 
4 9,7 $,2 11.5 8,1 10.5 
i) Tumor 14,5 15,5 14,5 15,7 16.4 
6 8.9 7.5 11,2 10,2 10, 


Tabelle XII. 


Asche in Prozenten, berechnet auf Trockensubstanz nach Abzug der ( 0, 








Geranie romate 
Nr . . 
Anbau Nr.: 574/5 604/7 718/2 714/10 7716/8 
l 5,1 7,2 17,8 10,3 17.5 
2 7,1 6,2 12,0 6,5 
3 6,7 5,9 8,8 6,1 11,3 
4 6,3 5,5 8,7 5,9 | 7,2 
a) Tumor 10,8 11,3 11,9 11,9 12,3 
i 6,0 5,2 8.4 fe 6,7 
Tabelle XIII. 
Tomatentumoren 1931. 
Trockensubstanz = 15,70°),) , - Asche 9,99°., ) 
, °'} 15,75 %,, noe} 8024 
e = 15,79%, | °”* » = 10,48%, J 


Die Alkalitat der Asche vom Tumor, bezogen auf Frischsubstanz 


ist meist niedriger als die benachbarten Werte. Bei der Umrechnung 
auf Trockensubstanz dreht sich wie bei den Aschenwerten das Ver- 


haltnis um (die Zahlen sind in der Tabelle nicht eingetragen). 


SchlieBlich wurden auch weiBe und rote Riiben (Tumorgewelve 


und gegeniiberliegendes Normalgewebe) auf Saéure- und Aschengehalt 
geprift (Tab. XIV). Hier ist, wie in der ersten Mitteilung schon betont 


Tabelle XIV. 





1 2 3 
Trockensubstanz Asche in 9/9 Sture auf lg 
Jo von | Trockensubstanz berec! 
Weibe Riben: 
Ae oe 14,10 7,49 0,32 cem n/50 Na O |i 
Kintgegengesetzte Seite . 11,05 7,09 0,24 ., n/50 Na oll 


Rote Riiben: 


ee ae 12,65 7,88 0,051. n/50 Naou 
kntgegengesetzte Seite . 10,90 7,58 0,019 , 0/50 Navi 
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Trockensubstanzgehalt vom Tumor héher als im Normalgewebe: 
enlaufig ist der Aschengehalt im normalen Gewebe héher, der Gehalt 
i Saure niedriger. 
Es liegt zwar nahe, die Siuregehalte und die Aschenwerte zu ver- 
chen und zu sehen, inwieweit dann Schliisse auf die py-Zahl gezogen 
werden kénnen: es wurde aber von einer solchen Gegeniiberstellung 
laufig abgesehen. 
Wiirde der Rohfasergehalt bestimmt und bei der Wahl der Bezugs- 
Ben beriicksichtigt, so kimen noch klarere Resultate zutage. Di 
Zahlen zeigen aber, daf}S der Saéure- und Basenhaushalt im Tumor 
inders ist als im normalen Gewebe, und, soweit die wenigen Versuche 
einen SchluB erlauben, mit den py-Werten parallel geht. 


Zusammenfassung. 

\n einer Reihe von tumorbehafteten Pflanzen wurden in gesunden 
ind kranken Geweben folgende GréBen bestimmt: 

A. Wasserstoffionenkonzentration. 

B. Sauregehalt. 

(. Aschengehalt. 

Es wurde gefunden, daB der Tumor meistens eine andere und zwar 
durechgehend alkalischere Reaktion besitzt als das gesunde Gewebe. 

g 

Die parallelen Bestimmungen des Aschen- und Sauregehalts 

zeigen ebenfalls den Unterschied von Tumor- und Normalgewebe und 


konnen zur Bestatigung der py-Werte herangezogen werden. 





Beitrige zum Chemismus pflanzlicher Tumoren. 


lll. Mitteilung: 


Der Katalasegehalt von pflanzlichen Tumoren im Vergleich zum Katalase- 
gehalt gesunden Pflanzengewebes, 


Von 
G. Klein und W. Ziese. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie Aktie 
gesellschaft Ludwigshafen a. Rh., Werk Oppau.) 


(Eingegangen am 2. Se pte mbher 1932.) 


Mit IS Abbildungen im Text. 


Wenn auch die eigentliche Bedeutung der Katalase fiir das Zu 
sammenspiel der stofflichen Vorginge im Organismus noch niclit 
erkannt ist, so sprechen die Befunde doch dafiir, daB dem wasserstoff 
superoxydspaltenden Ferment eine wichtige Rolle im = Oxydations 
und Reduktionsmechanismus der Zelle zukommt. 

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, iiber das Verhiltnis von 
Katalasemengen in pflanzlichen Tumoren und entsprechendem Norma! 
gewebe AufschluB zu erhalten. 

Der Katalasegehalt tierischer und menschlicher Gewebe und WKorpet 
fliissigkeiten bei pathologischen Prozessen ist von medizinischer Seite oft 
Gegenstand von Untersuchungen gewesen. 

Jolles und Oppenheimer! fanden den Katalasewert des Blutes |» 
verschiedenen Krankheiten, wie Tuberkulose der Lungen, Krebs und 
Nephritis, herabgesetzt. ». Thienen? fand besonders charakteristiscl 
Herabsetzungen des Katalasespiegels im Blute bei perniziédser Anan 
Dieser Befund ist von Zerner® bestatigt und insbesondere beim Vorliege? 
von Carcinomen des Rektums. des Osophagus, der Mamma _ ausdriick! 
festgestellt worden. Arbeiten aus dem Berliner Institut fiir Krebsforschuny 


' Virchows Arch. f. path. Anat. u. Physiol. 180, 183. 
2 Deutsch. Arch. f. klin. Med. 181, 1920. 
% Zeitschr f. Krebsforsch. 19, 263, 1922. 
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| Blumenthal und Brahn' hatten den Katalasegehalt von carcinomatdésen 


I, overn zum Gegenstand,. wobei es sich zeigte, daB im Vergleich zum normalen 
L rgewebe das mit Krebsknoten durchsetzte Organ bedeutend niedriger¢ 
kK, ralasekonzentration aufwies. Als wichtiges Ergebnis stellte sich heraus. 


auch die gesunden Teile einer nur wenige Krebsknoten enthaltenden 
Leber eine viel geringere Katalasewirkung hatten als normale Leber, dab 
also eine Schwachung des katalatischen Ferments im gesunden ‘Teil 
i Leber durch clie Anwesenheit des kranken Teiles vorlag. 
Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen am menschlichen Organismus 
it der im folgenden mitgeteilte Befund des héheren Katalasewertes 
in Pflanzentumoren im Vergleich zum = normalen  Pflanzengewebe 


ste 


Zu den Versuchen wurden vorwiegend Zuckerriiben bzw. Runkel 
riben und rote Riiben benutzt, die mit Stdammen von Bacterium tume 
faciens geimpft worden waren und dann faust- bis kindskopfgrol 
Geschwiilste hervorbrachten. Weiter wurden Tumoren und gesunde 
Tede von Pelargonien, Sonnenblumen, Sedum, Tomaten und Bal- 
saminen angewandt. Die GréBenordnung der Katalaseaktivitat war 
bei den Riitbentumoren eine weit héhere als bei den gerade zur Ver- 
fiigung stehenden alteren Tumoren der iibrigen Pflanzen. Obgleich 
auch hier Katalase aufgefunden wurde, und zwar im Tumor vielfach 
mehr als im gesunden Pflanzenteil, so sind die Werte doch wesentlich 
niedriger als bei den Ribentumoren. 

Da bekanntlich in Pflanzeutumoren nur in den peripheren Zonen 
die jungen, in schneller Teilung begritfenen Zellen liegen, ist in den 
ilteren, gr6Beren Tumoren das Verhaltnis von aktiven Zellen zu den 
schon sistierten im Innern des Tumors ungiinstig. 


Methodik. 


Zur Katalasebestimmung sind verschiedene Methoden anwendbar,. z. B. 
lie gasvolumetrische Messung des bei der H,O,-Zersetzung sich bildenden 
Sauerstoffs oder die Bestimmung des nicht zersetzten Peroxyds durch 
Titration mit Kaliumpermanganat. Die Permanganattitration ist an 
sich die genauere Methode, aber ihre Exaktheit kann nur dann ausgenutzt 
werden, wenn man es mit Enzympraparaten zu tun hat, die einen erheblichen 
teinigungsprozeB durchgemacht haben, etwa mit Praparaten, wie sie in 
den Arbeiten von Euler und seinen Mitarbeitern verwendet wurden®. Hat 
man es. wie in der vorliegenden Arbeit, mit PreBsaften aus Pflanzenteilen 
zu tun. die selbst Permanganat verbrauchen, so ist die Genauigkeit der 
litrationsmethode immerhin in Frage gestellt. Wir haben daher die Messung 
der Gasvolumina O, zur Grundlage der vergieichenden Messungen gemacht. 

Es wurde unterlassen, irgendwelche Korrekturen der gebhildeten 
Gasvolumina hinsichtlich Druck und Temperatur  anzubringen, — da 


' Zeitschr. f. Krebsforsch. 8, H. 3.1910; B. Brahn, Sitzungsber. d. preuls. 
Akad. d. Wiss. 7, VII, 1910; diese Zeitschr. 79, 202, 1917; Zeitschr. f. 
Krebsforsch. 16, 112. 1919. 

* Vel. H.v. Euler u. K. Josephson, Ann. 462, 158, 1927; 455, 1, 1927 
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keine Absolutwerte, sondern nur Verhaltniszahlen’ festgestellt we 
sollten. 

In der Literatur sind zahlreiche Apparaturen zur Katalasebestiny 
nach der O,-Methode angegeben', die vielfach recht wenig komper 
sind. Wir konstruierten uns einen kleinen Apparat, bei welchem Reakt 
gefaB und Gasbiirette fest untereinander vereinigt wurden (vgl. Ab 
Die Gasbirette umfaBt 4 c¢em und ist in 0,005 cem eingeteilt. Das Ni, 
gefaB ist an einer Schle:fklammer, die auf und nieder geschoben wi 
kann, befestigt. Das ReaktionsgefaiB hat ein Volumen von 25 cem und 
durch Glasschliff einerseits mit der Gasbiirette, andererseits mit 
Burette verbunden, die zum EinflieBenlassen des H,O, beim Beginn 
Versuchs dient. Wir benutzten drei Apparatu 
die die Ansatze enthielten und in einer Schiit 
vorrichtung im Thermostaten von 30° gi 
mabig bewegt wurden. Der Versuch | ent} 
gewoOhnlich Kochsaft, Puffer und H,O,; der \ 
such 2 den aktiven Saft der Riibe, Puffer und 
H,O,; der Versuch 3 den Saft der zugehdériy 
Tumoren mit Puffer und Superoxyd. Es wurd 
nach 2, 5. 8 und lO Minuten abgelesen und 
registriert. 


Reproduzierbarkeit und Fehlergrenze 
der Messungen. 


Zur Beurteilung der Reproduzierbark 
der Messungen mdgen die Tabellen I und II 
dienen. Tabelle I stellt einen Blindversuch 1 
Kochsaft dar. welcher sechsmal wiederholt wurd 
Die Zahlen stimmen in betriedigender Weise the 
ein. Die meisten Blindversuche der Arbeit hatten 
die GréBenordnung der Tabelle I, wahrend di 

@ Hauptversuche meist tber 1 cem  Sauerstoft 
menge hinausgingen. Ftir die Reproduzierha 
keit der Hauptversuchsansatze gilt Tabelle [| 
als Beleg. Es handelt sich um die katalatiscl: 
H,O,-Spaltung durch den verdiinnten Saft eines 
Zuckerriibentumors. Die Reproduzierbarkeit 
wurde durch Doppelversuche mehrfach gepritt. 





und es wurde eine Abschatzung der Fehle: 


Abb. 1. grenze der Methode aus 150 Versuchen — ver- 
senemasedivesanmguaaaatl schiedenster Art erméglicht. Der durchschnitt 
en liche Fehler betragt hiernach + 0,04. cem Sauer 
stoff. Wir haben von einer Verwertung aller det 


Zahlen abgesehen, die nicht mindestens Ausschlage von 0.2 cem = zeigte) 


und haben in den Fallen mit so kleinen Abweichungen vom Lee! 
versuca entweder alle Schliisse cffengelassen oder waren durch eine gr 
Anzahl von Versuchen ein ungefahres Bild zu erhalten bestrebt. 


' Vel. z. B. ov. Liebermann, Piliigers Arch. 104, 203; Battelli u. St 
Arch. di Fisiol. 2, 471, 1905; Walton, Zeitschr. f. phys. Chem. 47, 188, 104 
Weichardt u. Apitsch, diese Zeitschr. 90. 337. 1918; Burgl, Amer. + 
Physiol. 41, 153, 1916. 
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Tabelle I. 
Kubikzentimeter O,. 2cem Wasser, 2cem Phosphatputfer, '/; mol. pa = 6,8. 
2cem H,O, (1 °, ig). 
Min. 1 2 3 + 5 6 
2 0.125 0,150 0,150 0,200 0.150 0.200 
5 0,150 0.159 0.200 0.200 0.200 0.200 
8 0.175 0.175 0,200 0.200 0,200 0,200 
10 0,175 0,175 0,225 0,200 0,225 0,200 
15 0,200 0,175 0,250 0,200 0.250 0.200 
20) 0,200 0,175 0,250 0.200 0,250 0.200 
Naheres vgl. im experimentellen Teil! 
Tabelle Il. 
2cem Puffer. pH = 6,8. 2 ccm Saft aus Tumorzuckerriiben. 2 ccm H,O, 
§ ty AR a 
Leerversuch Tumor 
Min 
I 2 1 2 3 ‘ 
2 0,20 0,15 1,15 1,05 1,15 1,05 
5 0,20 015 2,07 2.02 2,05 2.05 
S 0,20 0,15 2,50 2.75 2,75 2.77 
10 0.20 0.15 3,10 3,05 3,10 3,07 


Behandeln des Pflanzenmaterials. 


Eine wesentliche Erleichterung der Arbeiten war. wie erwahnt, durch 
len Umstand gegeben, daB nur Vergleichswerte zwischen gesundem und 
krankem Material gewonnen werden sollten. 

Wir verfuhren gewohnlich folgendermaBen: Die frisch entnommene 
Ptlanze wurde griindlich geséiubert, und das den Tumor tragende Organ 
ibgetrennt und in Geschwulst und gesunden Teil zerlegt. Die ge- 
trennten Partien wurden schnell grob zerstoBen, und ein aliquoter Teil, 
ler bei Geschwulst und gesundem Teil gewichtsmafig gleich gewahlt wurde, 
wurde mit fliissigem Stickstoff iibergossen und in der Reibschale pulverisiert. 
Nach dem feinen Zerkleinern wurde aufgetaut und nochmals zerrieben. 
Die aufgetauten breiigen Massen wurden auf ein bestimmtes, aber gleiches 
Volumen aufgefiillt und zentrifugiert. Zu den Katalasebestimmungen 
wurden in allen den Fallen. in denen Vergleiche zwischen der Aktivitat 
der Geschwulst und der des Normalgewebes gezogen werden sollten, 
sowohl die Zentrifugenriickstande als auch die Zentrifugate herangezogen. 
Die Zentrifugate wurden als soleche verwendet. wiaihrend die Riickstande 
nochmals fein zerrieben und in MeBk6lbchen aufgeschlimmt wurden. 
Vor Entnahme der Proben wurde sorgfaltig durch Umschiitteln gemischt. 
In den Fallen, in denen die allgemeine Natur und BeeinfluBbarkeit der 
katalatischen Effekte untersucht wird, beschrankte man sich auf die Be- 
nutzung der zentrifugierten Safte. 

1. Bei der Methodik war zu beachten, daB beim Zerreiben von Pflanzen- 
teilen Aziditaétsanderungen der Safte moglich sind, die eine Schadigung der 
larin enthaltenen Enzyme bewirken kénnen. Wir haben uns trotzdem 
bei den Versuchen mit Riiben nicht von der Notwendigkeit tiberzeugen 
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kénnen, bereits beim Zerreiben Puffer zu verwenden. Wir verfolgten 
pu-Werte der Gereibsel und stellten fest, daB diese auch bei linge: 
Stehen, allerdings bei tiefen Temperaturen (— 4°C) eine Wasserst 
ionenkonzentration entsprechend py = 6,5 bis 7, aufrecht erhielten, 
noch einen H-lonenbereich, in dem die Katalase optimal wirksam 
Entsprechend angestellte Versuche mit und ohne Pufferung beim Zerrei| 
der Riiben bzw. Tumoren haben tiberdies direkt gezeigt, daB keine 
heblichen Unterschiede im Katalsewert vorhanden sind. Anders liegen (J 
Verhaltnisse beispielsweise bei Tomaten, Pelargonien und anderen, de 
pu beim Zerreiben im sauren Bereich liegt, die aber auch bei Pufferins 
keine besseren Katalasezahlen gaben, da offenbar das Enzym an sich 
schwach ausgebildet ist. 

2. Von v. Luler und Myrbdck! ist gezeigt worden, daB die Filterriics- 
stande von Pflanzenbrei erhebliche katalatische Aktivitat besitzen kénne: 
da ein Teil der Katalase hier adsorbiert sein diirfte. Diese Angaben haben 
wir durchaus bestatigt gefunden. Berechnet man die katalatische Aktivits 
aufs Trockengewicht einmal der Pflanzensafte, ein andermal der Zent: 
fugenriickstande, so zeigt sich, daB sie pro Einheit Trockengewicht 
Zentrifugenriickstand, auch wenn dieser noch einmal mit Wasser aus 
gewaschen wurde, meist gréBer ist als die Aktivitat des abzentrifugierte: 
Saftes. 

Es wurde aber gefunden, daB die Aktivitaét der Tumorenriickstande di 
Aktivitat der Riibenriickstiinde stets, und zwar bedeutend, tibertraf, 
daB also hier dieselben quantitativen Verhialtnisse wie bei den Saften 
gegeben sind. 

Eine méglichst eindeutige Zuriickfiihrung der Effekte auf enzymatiscli 
Vorginge, die vom Pflanzengewebe ausgehen, ergab sich folgendermafen 

a) Man priifte die Anderung der katalatischen Aktivitat der Sait 
mit wechselnder Verdiinnung, wobei sich angenaiherte Proportionalitat cde 
Wirksamkeit mit der Konzentration ergab. 

b) Es wurde die Schidigung der wasserstoffsuperoxydzersetzenden 
Wirksamkeit durch Erhitzen bzw. Stehenlassen der Lésungen verfolgt. 
Dies lieferte eine Stiitze fiir die Deutung der Katalysen als enzymatisclhy 
Reaktionen. Ebenso die Vergiftung der Aktivitat durch Blausaure. 

_ ¢) Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Reaktionen wur« 
bestimmt und iibereinstimmend mit dem breiten pH-Optimum der Katalase- 
wirksamkeit gefunden. 

Wabhrend hiernach eine nichtenzymatische Katalyse ausgeschlossen 
erscheint, war Klarheit dariiber zu schaffen, ob Effekte vorliegen, die von 
dem Stoffwechsel des Erregers herriihren kénnten. Alle Tumoren waren 
durch Beimpfen des Pflanzenmaterials mit Bact. tumefaciens erhalten worden, 
und es ist bekannt, daB viele Bakterien eine ausgesprochene katalatiscl. 
Wirksamkeit besitzen. Es sind aber folgende Einwande gegen eine bakterie!! 
Auffassung der beobachteten Erscheinungen zu erbringen. 

1. Reinkulturen verschiedener Staémme des Bact. tumefaciens wurden 
in einer Konzentration, die in den Pflanzensaften nicht vorhanden sei! 
diirfte, auf ihre wasserstoffsuperoxydspaltende Fahigkeit gepriift, nachdem 
die Bakterien ebenso mit fliissigem Stickstoff behandelt worden waren wi 
die benutzten Pflanzenteile. Es wurde nur eine sehr geringe Sauerstot! 
entwicklung in den Ansitzen gefunden. 


1 H.v. Euler u. K. Myrbdck u. S. Myrbdck, H. 186, 212, 1930. 
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2. Selbst bei konzentrierten Satten aus Tumoren von Pelargonien 
w. Sedum konnte fast keine katalatische Wirksamkeit gefunden 
rden, obwohl der Tumor in der Entwicklung begriffen war. Beruht 
n der katalatische Effekt auf einer Wirksamkeit des Bakteriums, 
ist nicht einzusehen, weshalb nicht allgemein alle Tumoren, die an 
lanzen durch den Tumefaciens entstehen, starke katalatische Kraft 


sitzen. DaBs der Erreger auch im Sedum- und Pelargoniumtumor vor- 
handen ist, geht daraus hervor, daB aus diesen Tumoren jederzeit Riick- 

pfungen ausfiihrbar sind. Es ist allerdings bei diesem Gedankengang 
die Méglichkeit zu widerlegen, dai Hemmungskérper im Sedum- und 
Pelargoniumtumor fiir Katalase vorhanden sind, die eine Wirksamkeit 
der an sich vorhandenen Bakterienkatalase verhindern. Wir setzten dahe1 
zu einem aktiven PreBsaft aus Riibentumor im Parallelversuch konzen- 
rierten Saft aus Sedum- und Pelargoniumtumor hinzu. konnten aber keine 
wesentliche Verminderung der Katalaseaktivitaét beobachten, womit die 
\bwesenheit von Katalasehemmungskérpern in diesen Geschwiilsten 
erwiesen ist. 

Es ist also unwahrscheinlich, daB die katalatische Aktivitét auf 
der Wirksamkeit des Bazillus beruht, vielmehr naheliegend, da der 
Effekt auf das durch die Infektion entstandene pathologische Gewebe 
bzw. dessen geanderten Stoffwechsel zuriickzufiihren ist. 


Differenzierung der Katalaseaktivitat der Tumoren in junge, periphere und 
dltere Innenschichten. 

Nachdem das Verhalten von Riibentumoren ohne Riicksicht auf 
deren anatomische Differenzierung gegen H,O, gepriift worden war, 
konnten wir zeigen, dab, wie zu erwarten, ein deutlicher Aktivitits- 
unterschied zwischen dem Innern des Tumors und den noch wuchernden 
iuBeren Partien der Geschwulst besteht und zwar derart, dab die 
Rindenschichten eine erhéhte Wirksamkeit besitzen, wobei sich keine 
Unterschiede zwischen Tumoren, die aus verschiedenen Tumefaciens- 
Stimmen (Erde, P. M., Smith usw.) durch Beimpfung hervorgegangen 
waren, zeigten. Die Verhaltnisse sind im experimentellen Teil genauer 
dargelegt, so daB hier auf die dort befindlichen Tabellen und Kurven- 
bilder verwiesen werden kann. 


Sind Hemmungskérper oder Aktivatoren die Ursache fiir Unterschiede 
zwischen Tumor und Riibe? 

Die bei Zuckerriiben, Runkelriiben und roten Riiben festgestellten 
Ausschlige des Katalasegehalts der Tumoren gegeniiber dem gesunden 
Gewebe kénnen auch nicht auf die Wirksamkeit von Hemmungsk6érpern 
im gesunden Gewebe zuriickgefiihrt werden. Lage eine solche Wirk- 
samkeit von (nichtenzymatischen) Hemmungskérpern vor, so wire 
der Unterschied naturgemaB leicht zu erklaren, da dann im Tumor das 
Fehlen dieser Hemmungskérper angenommen werden kénnte. Aber 
einmal die Tatsache, daB eine angenaiherte Proportionalitat zwischen 


In* 
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enzymatischer Wirksamkeit und Enzymkonzentration besteht, spri 
gegen die Einwande, da dann eine unverhiltnismaBig stirkere Spaltu 
der verdiinnten Safte im Vergleich zu den konzentrierteren erfahrun 
gemifs zu erwarten gewesen ware. Andererseits konnte mit cd: 
Kochsaft der gesunden Riibe kein Hemmungseffekt auf die Katala 
des Tumors ausgetibt werden; umgekehrt kein Aktivierungseffekt n 
Kochsaft oder Extraktion des Tumors auf die Katalase der Riibe. 


Koénnen die an den Tumoren beobachteten Effekte durch die verschiedene 
Wasserstoffionenkonzentration im Tumor im Vergleich zur Riibe erklirt 
werden? 

In unserer Mitteilung iiber das verschiedene pq in Tumor und 
Normalorganen konnten wir zeigen, daB der Tumor regelmaBig alkalische 
ist als zugehériges Normalgewebe. 

Man kénnte sich vorstellen, daB der vermehrte Katalasegehalt 
der Riibentumoren in einer ursaichlichen Beziehung zur Wasserstoff 
ionenkonzentration in den verschiedenen Pflanzenteilen, normale: 


und pathologischer Gewebe, seine Erklirung finden kénnte. Da die . 


optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir Katalase bei etwa py = 6,5 
liegt, wird man vermuten kénnen, daB in solchen Geweben, welche ein 
niedrigeres py, also eine hGhere Wasserstoffionenkonzentration besitzen 
die Katalase schwacher wirksam sein wird als in Geweben mit einem 
pu von 6,8 und hoéher. 

Diesen Einwainden ist folgendermaBen zu begegnen: 

1. Bei den tumortragenden Pflanzen der Zuckerriibe bestehen 
keine so groBen Unterschiede in der Wasserstoffionenkonzentration 
des Tumors und der Riibe, daB sie beziiglich der Katalaseaktivitit 
ausschlaggebend sein kénnten, waihrend ein sehr beachtenswerte: 
Unterschied im Katalasegehalt festzustellen ist. 

2. Bei den Runkelriiben und roten Riiben ist zwar eine hodhere 
Wasserstoffionenkonzentration in der Riibe gegeniiber dem Tumor 
festzustellen, die etwa eine halbe py-Einheit betragt, aber das py det 
Riibe unterschreitet selten Werte von py = 6 und aus den Kurven 
fiir das Optimum auf S. 279 geht hervor, daB bei px = 6 kaum Unter 
schiede von weitragender Bedeutung in der Aktivitét vorhanden sei: 


kénnen. 


3. Besonders beweiskraftig ist die Beobachtung, daB die Aktiviti' 
von alten Tumoren an Stengeln yon Tomaten hinsichtlich H,O,-Zer 
setzung gréBer ist als die Aktivitat der Stengelteile, obwohl das py des 
Tomatentumors mehr im sauren Gebiet liegt im Vergleich zum px des 
Stengels. 
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Tabelle 111, 


pu-Werte von Zuckerriiben und ihren Tumoren. 





Tumor Riibe Tumor Riibe 
6.66 6,66 6,72 6,68 
6.58 6,55 6.64 6.56 


Tabelle IV. 


pu-Werte von Rotriiben und ihren Tumoren. 





Tumor Riibe Tumor Riibe 
6,56 6,08 6.52 6,00 
6,62 6.39 6.95 6,31 
6,56 6.08 6.39 5.62 


Tabelle V. 


Vergleich von pr- und Katalaseaktivitét in Saften von Tomatenstengel 
und Stengeltumor. 





Pu eem O» Pu ecem Os 
Stengel Stengel Stengel Stengel 
Tumor Tumor Tumor Tumor 
oben unten oben unten oben unten oben unten 


5.49 588 5,82 03 020 0,05 5.61 580 584 025 015 0,15 
5,74 5,88 | 6,32 027 O10 0,05 5.98 595° 6,13 040 0,10 0,10 
5.94 587 6,10 048 O18 0,18 5.74 595 610 0.55 0.13 0.13 


Experimentelles. 


Zur Bestimmungsmethodik der Katalase mit der Halbmikroapparatur. 

Es wurde in der Weise verfahren da{} zunachst in das kleine 25 cem 
fassende KSlbchen der Apparatur der zu bestimmende Saft (2 ecem) und 
der Phosphat puffer ('/, molar; px == 6,8) eingefiillt und hiernach das Kélb 
chen durch Aufsetzen der Gasbiirette verschlossen wurde, wobei der Hahn a 
vgl. Abb. 1) geéffnet, der Hahn b gesperrt gehalten wurde. Nach dem 
Befestigen in der Schiittelapparatur des Thermostaten und Einstellen des 
NiveaugefaiBes wurden in die Biirette c 2 cem 1°, iges Wasserstoffsuperoxyd 
eingefiillt und durch Offnen des Hahnes a ins Reaktionskélbchen einflieBen 
gelassen. Sofort nach dem Zulauf des Superoxyds wurden die Hahne a 
und 6 geschlossen und das Schiittelwerk in Bewegung gesetzt. Die Ab- 
lesungen erfolgten nach 2, 5, 8 und 10 Minuten, bei kurzem Stillsetzen der 
Schittelvorrichtung. 


Unterschied im Katalasegehalt zwischen Tumor und Riibe. 


I. 30g Tumor einer Rotriibe werden mit fliissigem Stickstoff fein 
zerrieben. Darauf wird auf 86ccm mit Wasser aufgefiillt und zentrifugiert 
DH 6,7). Man erhalt 48cem Saft vom Trockengewicht 0.2124 g¢ pro 
l0cem und 35¢g Riickstand vom Trockengewicht 4.73°,. Der Saft wird 
vufs Fiinffache verdiinnt, und vom verdiinnten Saft werden 2cem zusammen 
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mit 2cem Puffer, pH = 6,8, in der Schiittelapparatur gepriift. Entwick 


Sauerstoff nach 10 Minuten 1,45 cem. 

Vom Zentrifugenriickstand werden 0.4039 g¢ auf l0cem aufgefi 
Die Masse wird fein zerrieben, und von der Suspension werden 2 cem 
Katalasebestimmung benutzt, entsprechend 0.00385 g¢ Trockensubsta: 





Entwickelter Sauerstoff nach 10 Minuten 1.55 cem. 
Il. 30g Riibe, welche den Tumor I trug, werden mit fliissigem Stickst 
zerrieben, auf 85ccem aufgefiillt und zentrifugiert (px 6,3). Man er} 
54cem Satt vom Trockengewicht 0.2545 g pro 10 cem und 30 g Riicksta 
vom Trockengewicht 4,05”... Kat 
Der Saft wird aufs Fiinffache verdiinnt und, wie unter I. beschriebe: 
geprift. Hntwickelter Sauerstoff 0,675 cem. 
, ¢ am “ ‘ . > » satt 
Vom Zentrifugenritickstand werden 0.3123 ¢ auf 10 cem aufgefillt w 
- 9 e be at ~ 
fein verrieben. Von dem Brei werden 2cem zur Bestimmung angesetzt 
~ ry’ € 
entsprechend 0,0025 g Trockensubstanz. 
Ww 
Entwickelter Sauerstoff: 0,65 cem. sam 
Die Werte wurden auf 0,1 g Trockensubstanz umgerechnet und in d erha 
folgenden Tabelle zusammengestellt. Zah 
sub 
Tabelle VI. weg 
. a 1 ron 
In 10 Min. entwickelter Sauerstoff pro 0,1 g Trockensubstanz bei 
Verwendung von: 
7 \nr 
lumorsaft Riibensaft Tumorriickstand Riibenriickstand ee 
ur 
16.9 6,63 40,5 26,0 zen 
und 
131q Tumor werden mit fliissigem Stickstoff zerrieben. Auffiillen mit 
destilliertem Wasser auf 375 ccm und zentrifugieren. 
Man erhalt 235cem Saft vom Trockengewicht 0.3742 g pro 10 ccn v3 
und 131 g¢ Riickstand mit 5,35°,, Trockensubstanz. oa 
‘ : iosolas ¥: . ver 
Der Saft wird aufs Fiinffache verdiinnt, und hiervon werden 2 cc: 
wie iiblich zur Katalasebestimmung angesetzt. Entwickelter Sauerstof! 
nach 10 Minuten 1,80 cem. in I 
Vom Zentrifugenriickstand werden 0,345 g¢ Frischgewicht auf 10 ccn mad 
pee . y ‘ : 5 j . 
aufgefilllt und zerrieben. Vom Gereibsel werden 2 ccm entsprechend ) 
0.0037 g Trockengewicht zur Katalasebestimmung benutzt. Entwickelter _ 
Sauerstoff: 1,65 cem. den 
131g Riibe wurden mit fliissigem Stickstoff zerrieben. Es wird aut bei 
375 cem aufgefillt und zentrifugiert. saft 


Man erhalt 250cem Saft vom Trockengewicht 0,2646 g pro 10 ccn 
und 97 g Riickstand mit 4,45 °,, Trockensubstanz. 
Der Saft wird aufs Fiinffache verdiinnt und wie der Tumorsaft zu! — 
Bestimmung angesetzt. Sauerstoffentwicklung nach 10 Minuten 1,05 ccm 
Der Riickstand wird, wie mehrfach beschrieben, zur Bestimmuny 
angesetzt (0,0050 g¢ Trockensubstanz). Entwickelter Sauerstoff nac! 
10 Minuten = 0,6 cem. 


Die Tabelle VII gibt die auf 0,1 g Trockensubstanz berechnete: 
Kubikzentimeter Sauerstoff wieder. 
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Vabelle VII. 


In 10 Min. entwickelter Sauerstoff pro 0,1 g Trockensubstanz bei 
Verwendung von: 





lumorsaft Riibensaft Tumorriickstand Riibenrtickstand 


12.0 10.3 44.7 12,0 


Aus diesen und anderen nicht erwahnten Versuchen ist die 
Katalaseanreicherung im Tumor ersichtlich. 


Zu den folgenden Versuchen wurden nunmehr die abzentritugierten 
Satte verwendet, um die Verhaltnisse der WKonzentrationsabhangigkeit. 
des po-Optimums und der Hemmung bzw. Aktivierung der Enzymwirkung 
m eimzelnen zu studieren. Zur Zuriickfiihrung der Messungen aufs Trocken- 
gewicht des Ausgangsmaterials ist derart verfahren worden, dais das ge 
samte Trockengewicht der Frischteile, aus denen der zentrifugierte Saft 
erhalten wurde, auf die Aktivitat des Saftes verteilt worden ist. Die folgenden 
Zahlen geben also ein Mafi fiir diejenige Aktivitét pro Einheit, Trocken 
substanz des Ausgangsmaterials, die in den zentritugierten Saft ibe 
gegangen ist, wobei die Aktivitét in Kubikzentimeter Sauerstoff pro 0.1 g 
Trockensubstanz des Ausgangsmaterials ausgedriickt worden ist. 


Es zeigt sich ausnahmslos, daB in Chereinstimmung mit der gréBeren 
\nreicherung der Katalase in den abfiltrierbaren Riickstanden des 
Tumors im Vergleich zu den Riickstinden der Riibe auch der in den 
zentrifugierten Saft tibergehende Aktivitétsanteil beim Tumor stets 
und meist erheblich gréBer ist als bei der Riibe. 

Je 122 ¢ Tumor- und Riibenbrei einer Zuckerriibe wurden nach dem 
Zerreiben mit fliissigem Stickstoff auf 375 cem aufgefiillt. Von dem dann 
abzentrifugierten Saft wurden je 5cem auf 50 cem verdiinnt, und von der 
verdiinnten Lésung wurden je 2cem in der Katalaseapparatur gepriift. 

Die Werte der Tabelle VIIT geben den Reaktionsverlauf, ausgedriickt 
in Kubikzentimeter Sauerstoff pro 0,1 g Trockengewicht des Ausgangs- 
materials wieder. Die Zahlen sind durch Umrechnung aus den Ver- 
suchsdaten nach Abzug der Leerwerte hervorgegangen. Abb. 2 zeigt 
den Verlauf der Spaltung des H,O, 








beim Tumorsaft und beim Riiken- ?——_ 1 5 
rt 7 
saft. 6| bh 
“0 
N $ 
, : | 
Tabelle VIII. 8 yl 
x" | 
Min. Tumorsaft Riibensaft Sv 
2} 
1 1,32 0,24 7} 
2 1,62 0.63 
4 3,73 1,19 0 y 
4 6,90 1.99 Minuten 


Aib. 2 
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Da wir stets gréBeren Uberschu8 von Wasserstoffsuperoxyd |) | 
den Versuchen anwandten, verliefen die Spaltungen annihernd lin — 
J 
Je 69g Tumor- und Riibenbrei von Zuckerriibe werden nach d vie 
Pulverisieren mit fliissigem Stickstoff auf je 230 cem aufgefiillt. Es wird indie 
zentrifugiert und 2cem des abzentrifugierten Saftes werden auf 10 « ee 
verdiinnt. Je 2cem der verdiinnten Lésung werden zur Bestimmu 
benutzt. I 
Trockengewicht des Tumors ... . . 19,9°, ime 
Trockengewicht der Riibe. . . . . . . 23,7°, ein 
o 7 a ree . eine 
Der Reaktionsverlauf, in erwahnter Weise umgerechnet, geht aus Tabelle | X 
und Abb. 3 hervor. — 
, ; ein 
Tabelle 1X. = 
Min. Tumor Riibe ene 
} 
2 4,07 4,07 0,74 0,89 words 
5 8,80 9,00 1,94 2,00 
8 11,90 11,9 2.90 2,90 de 
10 13,20 13,5 3,50 3,57 2. | 
_ 
Je 72g Tumor- und Riibenbrei von roten Riiben werden nach de: s 
Pulverisieren mit fliissigem Stickstoff auf 230 ccm aufgefiillt. Nach dem 5. 
Zentrifugieren wird der Saft aufs Fiinffache verdiinnt, und je 2.cem de 6. 
verdiinnten Lésung werden zur Bestimmung benutzt. 
Trockengewicht des Tumors. . . . . . 12.3%, 
Trockengewicht der Riibe. . . .. . . 9,15, 
2 
- as | | 
7|\———  —_— 10 | a 
‘7 (Si 
{ule go! 
—— 7 R 8} que 
IS lL 7 y 
8 Fk | S bt 4 
5! “ai | "| 7 } 
So LZ + Sy} t fe + : l 
oF Ww spensatt a | 9 
ht Rue 24 Riibensat? 3 
—$<$<—r— 
M6 RF [ - 
0 2 ¥ 6 8 10 0 4 ¥ o & F 
Minuten Minuten 
Abb. 3. Abb. 4. e 
) 
(vgl. die Werte in Tabelle X und Abb. 4). Bei den roten Riiben wurde '1 
zahlreichen Versuchen ein noch gréBerer Ausschlag des Tumorkatalas: 
wertes gegeniiber dem Riibenwert festgestellt, als er bei Zuckerriiben und 
deren Tumoren vorhanden ist. I 
Halbr 
Tabelle X. frither 
Verdi 
Min. Tumor Riibe war 1 
2 3,52 3.52 0.87 0.87 a 
5 7,70 7,70 1.06 1.06 em 7 
8 10,40 10.10 1,32 1,32 werde 


10 11,60 11.30 zeigt 
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1 In gleicher Weise wurden 1931 Versuche an Runkelriiben und roten 
. Ruben reproduziert. 

Je 30g Material wurden frisch entnommen, mit fliissigem Stickstoff 
a verrieben und in mehrfach geschilderter Weise weiterverarbeitet. Das 
wire wieder aufgetaute Pulver wurde mit Wasser aufgeschlammt und auf 85 cem 


i aufgefullt. 
Die Entnahme des Materials wurde wie folgt vorgenommen: 
eine Probe von gesunder Rotriibe, 
eine Probe von gesunder Runkelriibe, 
eine Probe vom Tumor der Rotriibe, sorgfaltig prapariert, 








le IX # crag ; 
eine Probe vom Tumor der RKunkelriibe, sorgfaltig prapariert, 
eine Probe vom gesunden, dem Tumor gegeniiberliegenden Teil det 
Rotriibe, 
eine Probe desgleichen von der Runkelriibe. 
Nach dem Auffiillen des Gereibsels, wie Oben angegeben, auf 85 cem 
wurde zentrifugiert; dabei wurden erhalten: 
|. gesunde Rotriibe ..... . . 56cem Lésung, 28 g Riickstand 
2. gesunde Runkelriibe . .... . 50. ., * 35g 
3. Tumor von Rotriibe. . .... 50 ,, ¥ 33 ¢ 
der 4. Tumor von Runkelriibe . . . . 52. ,, = 33 ¢ 
dem 5. gesunder Teil: von Tumorrotriibe . 60. ,, a 25¢ 
| der 6. gesunder Teil von Tumorrunkel- 
Pe ats 6 oe eee ee & ee a 29¢ 
Tabelle XI. 
Aufstellung der Trockengewichte. 
1. Sufte Trocken- 2. Riickstand Trocken- 
Material gewicht gewicht 
frisch trocken 0/5 frisch trocken 
I Gesunde Rotribe . 2.3002 0.2462 10,75 2,16380,1272 5,88 
2 Runkelriibe . . | 2,33440,2542 10,90 3,07140,1772 5.77 
3 Tumor von Rotriibe . . | 1,37720,1281 9,32 3,28570,1989 6,05 
4 ‘ Runkelriibe . | 2.2289 0.1864 849 3.3209 0.1757 5.27 
5 Gesunder Teil yon Tumor- 
Rotriibe. . ... . . | 2,4408 0,2197 9.00 | 4.3504 0.2556 5.86 
6 Gesunder Teil yon Tumor- 
Runkelratbe . .. . . 3.0183 0.2597 8.63 | 3,7087 0.1256 3.38 
le i 
las« 
und Ausfiihrung der Bestimmungen. 


Es wurde in Ubereinstimmung mit den vorjihrigen Versuchen in der 
Halbmikro-schiittelapparatur bei 30°C gearbeitet. Alle Bedingungen wie 
triiher, mit der Ausnahme. daB diesmal mit den konzentrierten Saften ohne 
Verdiinnung gearbeitet wurde. Das Gesamtniveau der Katalaseaktivitat 
war bei den diesjahrigen Versuchen kleiner als im Vorjahre. Die Riiben 
waren noch nicht zur vollen Entwicklung gekommen,. und es darf vielleicht 
ein Zusammenhang von Katalaseaktivitat und Reifegrad angenommen 
werden. Interessant ist, daB wieder der Tumor relativ héhere Aktivitat 
zeigt als die Riibe. 
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Tabelle XII. , 
Messungen an den abzentrifugierten Saften. et : 
— n 
Rotriibe Runkelriibe 
Reaktions- sean 
Material dauer cem Og cen se 
eem Os pro g ecm Oo pr / 
Min. l'r.-Subst. Tr.-s ty 
N ge. 
2 1,20 6,40 1,35 8 * 76 
a . } 5 2.65 14,2 2,80 16 
Tumor von Riben l 8 3,55 19,0 3,80 22s 
10 4,00 91.4 4.30 ay & 
2 0,40 1,87 0,75 3.44 R 
' > | 5 1,00 4.68 1.50 6.9 
Gesunde Riibe 8 150 700 215 9'9 of 
| 10 1,75 8,20 2,50 11,4 
2 0,40 2.20 0,40 2.30 
Gesunder Teil von Tumor- | 5 1,00 5,50 0,90 5, 1t 
riibe 8 1.50 8.30 1.40 8.0 
| 10 1.75 9,70 1.70 G 7? bie 
«| Runkelribes =| | I 
Sead ] iad Tumor — Abscl 
= Rotrib RPE 1, ER: 
B20} —— 5 20|-° ges Teil v ERibe ova 
$ hme . BS © gesunae Rilbe lannt 
rN 2 16\~- °Ges. Teil v. T-Ritbe R 36 
S§ | © gesunae Rube s § die B 
Ss 8} WE 3} Ordin 
Sy | e ¥] \nsat 
& X . A a H,O, 
0 >? OR 10 0 Y ¥ g werte 
Minuten Minuten 
Abb. 5. Abb. 6 
Tabelle XIII. 
Messung an den abzentrifugierten Riickstanden. 
Rotriibe Runkelriibe 
Reaktions- . “3 
Material dauer ecm O2 ecm | 
ecem Os ro g cem Os» pro ¢g 
Min. Tr.-Subst Tr.-Su 
2 1,25 10,4 1,22 11.5 
Tumor von Riibe 5 2.50 20,9 2,40 22, 
10 3,50 29,1 3,20 30 ; . 
| 2 0,35 2,99 0,50 4,35 . 
Gesunde Riibe 5 a 5,12 7‘ Roy 1: 10 
0 8,55 7 yf 
10 1 ) 7 02 
. ig 2 = 2 0,34 2.90 0,37 5.4 0.2 
Gesunder Feil von Tumor- | 5 058 4.95 060 go 09 
rabe 10 0,99 8.45 1,05 15,6 09 
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Riickstande 
und auf 10 cem aufgefiillt. 
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wurden in Wasser feinst 


Von diesen Suspensionen wurden 


aul 


Das Ergebnis geht aus Abb. 5 bis 8 
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S r SMBHrear | 
“mor “| °/umor a 
S ges. Teil v. T-Ribe SN 2y\-2g¢0s Teil v T-Ribe 
° *“ | D, a 

8 + gesunae kibe , Pe. gesunae Rube | 

16.7 4 

Ow 16 ; 

4 dS 

5.7 x © 77) 

9 iS : 7 7 | | 

0.44 Nw, ¥, { 

6.9 R | 8 y | { 
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sa oe 0 o- 2 ss 

2 30 Minuten Minuten 

5.16 Abb. 7 Abb. 8 

S(t 

Q”7 . os . . . . 

J, bie Abhingigkeit der Wasserstoffsuperoxydzersetzung von der Enzym- 

konzentration. 

_—- Es wurden in derselben Weise, wie bei den Versuchen des vorigen 
\bschnittes beschrieben worden ist, Safte aus Tumor und Riibe (rote Riibe) 
ergestellt. Die Safte wurden im Verhaltnis 1: 10. 2: 10 und 3: 10 ver- 
liinnt und in der Katalaseapparatur gepriift. Die Abb. 9, 10 und 11 geben 
die Befunde wieder. Hierbei ist nicht auf Trockengewicht umgerechnet 

=" worden, sondern auf der Abszisse sind die Spaltungszeiten und auf der 
Ordinate direkt die Kubikzentimeter O, aufgetragen worden, die aus den 
\nsitzen, die aus 2cem Saft, 2cem Puffer, px 6.8 und 2ccem 1°, iger 
H,O, bestanden, hervorgingen. Die Tabellen geben die zugehérigen Zahlen- 
werte mit den Leerversuchen wieder. 

45 
gz 
Re 
S7 

r OS 

m | 0 

ro ¢ Minuten 

“oul Abb. 9 

Lo 
29 | Tabelle XIV. 
30,1 
Werte fiir Kochsifte Tumorsifte Riibensaft 

4.35 -- 

GAD 1:10 2:10 3:10 1:10 2:10 3:10 1:10 

14,7 2 = z ri as 

; 0,2 02 0,15 0.40 0.70 0.95 0.275 0.25 0.27 

5.4) 0.2 0.2 0.15 0.99 1.35 1.85 0.300 0.32 0.35 

On 0.2 0,2 0,15 105 175 248 0320 035 0,40 

19,6 0,2 0.2 0.15 1,20 1,90 260 0,320 0,40 0,43 
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Die Zahlen zeigen besonders deutlich die Cberlegenheit des Tun 
hinsichtlich katalatischer Wirksamkeit gegeniiber der Riibe. 

Der im Kurvenbild 10 und 11 und in Tabelle XV, XVI, XVII 
XVIII wiedergegebene Versuch bezieht sich auf einen Zuckerrii! 


tumor mit den zugehérigen Riibenteilen. Die Werte der Tabelle 


geben einen Beleg fiir die Reproduzierbarkeit der Messungen. 














0 ? 4 6 8g 70 0 2 a  —e 
Minuten Minuten 
Abb. 10. Abb. 11. 


Tabelle XV. 


Versuch Tumor |: 10. 














Tumor 
Min. Kochsaft 
I Il Il 
2 0,20 0,150 0.70 0,70 0,75 
5 0,20 0,150 1,25 1,20 1,10 
8 0,20 0,150 1.75 1,75 1,60 
10 0,20 0,175 1,90 1.85 1,80 
Tabelle XVI. 
Versuch Tumor 2: 10. 
Min. Kochsaft Tumor 
2 0.20 0.15 1,15 1,05 1,15 1.05 
) 0.20 0.15 2.07 2.03 2.05 2.05 
8 0,20 O15 2,80 2.75 2.75 2.77 
10 0.20 0.15 * 3,10 3,05 3,10 3,07 
Tabelle XVII. 
Versuch Tumor 3: 10. 
Min. Kochsaft Tumor 
2 0.15 0,125 1,45 1.55 1.35 1.55 
5 0,15 0.150 2.80 2.75 2,70 2,75 
s 0,15 0.150 3.55 3,50 3,45 3.60 
10 0.15 0.150 4.05 4.00 4.00 4.07 
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Tabelle XVIII. 


Versuch mit dem zugehérigen Riibensaft. 





lin. Verdiinnung 1: 10 Verdiinnung 2: 10 Verdiinnung 3:10 
2 0.45 0.40 0.70 0,70 0.90 O85 
5 0.75 0.725 1.25 1,25 1.65 1,62 
S 1.05 0.95 1.735 1.65 2.30 2,20 
10 1,175 1,05 2 00) 1,85 2.60 2.45 


Das py-Optimum der Tumorenkatalase. 

Es wurde in der iiblichen Weise verfahren. Eine tabellarische 
Zusammenstellung der Werte mége durch die unterstehenden Abb. 12 
nd 13 ersetzt werden. In der Abb. 13 stellt der untere Kurvenzug 
lie Verhaltnisse bei der Riibe, der obere Kurvenzug die Verhaltnisse 
beim Tumor dar. Es handelt sich um eine Parallelverschiebung. Das 
Optimum liegt im Bereich des py = 6,5 bis 7 und ist entsprechend 
len sonstigen Befunden bei der Katalase recht flach ausgebildet. Die 
\Virksamkeit im alkalischen Gebiet fallt viel weniger rasch ab als im 
sauren Gebiet. 
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Abb. 12. Abb. 13. 


Der Unterschied im Katalasegehalt von Innen- und Rindenschicht im Tumor. 


(Beriicksichtigung verschiedener Tumefacienstamme. ) 


Zur Gewinnung der Rindenschichten wurden die Tumoren zentral 
mit einem Korkbohrer durchbohrt. Das im Korkbohrer  sitzende 
zylindrische Tumorstiick wurde herausgepreft und in drei gleiche Teile 
zerlegt. Der mittlere Teil wurde als Tumorinneres, die beiden auferen 
Teile als Rindenschicht unter fliichtigem Stickstoff zerrieben und in 
iiblicher Weise behandelt. Die Zentrifugate wurden auf 2: 10 verdiinnt 
und dann zur Bestimmung verwendet. Wie aus den Abb. 9 bis 14 und 
den zugehérigen Tabellen XIX und XX _ hervorgeht, ist stets die 
Rindenschicht der Tumoren den Kernschichten in der Katalaseaktivitat 
iiberlegen. Irgendwelche Ausschlage bei Verwendung verschiedener 
Tumefacienstamme hinsichtlich Aktivitaét konnten in erster Annaherung 
nicht festgestellt werden. 
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| Tabelle XIX 
- Bakterienstamm S Stamm W Stamm PS 
in 
Schale Inneres Schale Inneres Schale Innere 
2 3,10 1.63 2,4 2,06 2,20 1,14 
5 4.87 3,27 4.5 3,80 4.35 8,32 
8 7,10 4.50 6,3 5,30 6,70 5,00 
10 8.50 4.90 hae 5,80 7.45 5,70 


Die Werte bedeuten Kubikzentimeter Sauerstoff pro 0,1 g Trocke 


gewicht Ausgangsmaterial (bezogen auf zentrifugierten Saft). 


sind beriicksichtigt. 


Die Leerw 


flach abgeschalt wurde und dann eine darunterliegende Schicht zw 


Versuch zerrieben wurde. 














Die Rindenschichten wurden so gewonnen, daB der Tumor zunichst 
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Abb. 15. Abb. 16. 
Tabelle XX. 
Stamm 8S Stamm PS 
Stamm W 
Min. I Il I II I Il I I 
Schale Inneres Schale Inneres Schale Inneres 
2 3,10 3,17 | 3,43 1,89 1,62 1,46 2.3 2,5 1,4 1.4 
5 5,35 6,10 3,85 | 4,82 4,20 | 3,30 6,0 6,2 44 2,85 
8 7,55 8.87 5,60 | 6,80 6.50 510 8.4 9,0 6,4 4,05 
10 8.60 10,10 630 | 7,70 7,60 5,72 9.5 11,0 7.2 4,55 
den Angaben I und IT handelt es sich nicht um Reproduktion 
desselben Versuchs, sondern um Versuche mit anderem Pflanzenmateti 
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Schwdchung der Katalaseaktivitat beim Aufbewahren der Pflanzensdfte. 


Folgende Versuche geben ein Bild von der zeitlichen Anderung det 
Katalaseaktivitat in Riibentumorsaéften verschiedener Konzentration. 

Es wurde der frisch anfallende Saft einer Rotriibe einmal unverdiinnt 

Thermostaten bei 30° stehengelassen, und andererseits wurden je 1, 2, 

n desselben Saftes auf 10ccm mit Wasser aufgefiillt und ebenfalls 

30° autbewahrt. 

In der Tabelle ist der Aktivitétsabfall der Safte nach 5 und 24 Stunden 
edergegeben. 





Zeit Konzentrierter Saft 3:10 »: 10 1:10 
Antang 1,80 2.45 1,70 1,00 
4 1.25 1,55 0,90 0.65 

24 0,35 1,20 0,90 0.60 


Die Wirksamkeit des konzentrierten Saftes wurde in der Weise ge- 
essen, daB je eine Probe aufs Fiinffache verdiinnt und in der Apparatur 
estimmt wurde, so da ein Vergleich mit dem im Verhaltnis 2: 10 ver- 
mnten Saft durchgefiihrt werden kann. 

Es ist ersichtlich. dab die auf 1: 10, 2: 10 und 3: 10 verdiinnten Siafte 
hon nach tiinfstiindigem Stehen in ihrem Aktivitétsabtall stark nach- 
ssen, so daB von der 5. bis zur 24. Stunde nahezu gleiche Aktivitat be- 
stehen bleibt; waihrend dagegen beim konzentrierten Saft weit tiber die 
}. Stunde hinaus starke AktivitatseinbuBe festgestellt wird. Ferner kann 
is der Tabelle sowie aus den Kurven (Abb. 17) abgelesen werden. da®B 
lie prozentuale Schwachung des konzentrierten Saftes bedeutend gréer 
st als die Schwaéchung der verdiinnten Versuchsansatze. 
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Die Beeinflussung der Katalaseaktivitat von Riibentumor durch zugesetzte 
Stoffe. 


Tabelle X XI. 


1. Blausaure. 





Min. ; n 
ceem Os eem 0) 
2 0.05 0.40 Versuch I mit Blausd&ure 
5 0.03 0.90 Versuch II ohne Blausture (mit H,0O 
8 0,05 1,35 
19 0,05 1,50 


\nsatz: 2 cer Saft, 2cem H,O, 1°,ig. 2cem Puffer, 2cem HCN 2° gig 
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Tabelle XXII. 


6. Zusitze von Kochsaft aus Riiben. 





Min. I II 
2 1.40 1.50 I a mit ng 2cem Akt 
~ 9° Ff yon Tumor, 2 ccm ochsaft von Rk 
4 2,70 2,60 2cem Puffer, 2 cem H2 V2 1° pig. 
5 3,30 3,20 II. Versuch desgl.: Anstelle von Ki 
10 3.55 3.50 aber Wasser. 


Tabelle XXIII. 


7. Zusatz von Aktivsaft aus Tumoren von Sedum. 





Min. I II 
: 1.20 1,50 Geringfiigige Schwichung. 1. Konzentrir 
F 910 9 Pretisaft aus Sedumtumor: 2cem, ¢ 
- 220 2,40 Puffer, 2cem H, 02, 2 cem Aktivsaft 
5 2,/9 3,00 Riibentumor. 

10 2,95 3,20 


Spezifitat der Katalasesteigerung bei Tumoren. 

Nachdem die Moéglichkeit, daB nur das im Tumor vorhand 
Bacterium tumefaciens die gesteigerte Katalasetitigkeit verursac! 
ausgeschaltet war, schien es von besonderem Interesse zu_priifen, 
die erhéhte Katalasetaitigkeit nur auf die durch Bakterienreiz erzeugte: 
schnell wachsenden Tumorzellen zuriickzufiihren, physiologisch gefa! 
ein Effekt der Masse von embryonalen bzw. jugendlichen, schnell waci. 
senden Zellen sei. Dann miiBte jeder durch Verwundung von Zweigen 
und Einstellen erzeugte Wundeallus dasselbe zeigen. Die Erscheinung 
der Katalasesteigerung ware dann nicht eine spezifische Erscheinung 
der durch Bacterium tumefaciens erzeugten Pflanzengeschwiilst: 
sondern eine allgemeine Reaktion von Wundgewebe bzw. allgemei: 
jugendlichem Gewebe. 

- Vorversuche mit weiBem, weichem Wundcallus von Weide: 
und Pappelstecklingen ergaben keine Anhaltspunkte dafiir, da normal: 
ausgewachsenes und calléses Gewebe gleich negative Werte erga 
Da Tumoren nach Impfung nicht angingen, konnte ein Vergleich m 
zugehérigem Tumor nicht gezogen werden. Ein giinstiges Versuch: 
objekt bot sich uns aber in der tropischen Leguminose Canavalia ens 
formis, der Jackbohne, die im feuchten Warmhaus iippig gedeilh 
an Wund- und Bruchstellen leicht Callus bildet und fast regelméabig 
auf Tumefaciensimpfung mit schnell bis KirschgréBe wachsenden 
Tumoren reagiert. 

Es wurden nun folgende Gewebsmassen verglichen: 

1. Normaler Stengel. 

2. Am Stengel erzeugter Callus. 

3. Am Stengel erzeugter Tumor. 

4. In Stengeleallus erzeugter Tumor. 








No 
Cal 
Ste 


4. Ste 


Reak 


Reakt 


Bio 
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Wahrend Callus, 
so Wundgewebe bzw. jugendliches, undifferenziertes, hypoplastisches 
uchergewebe kaum einen 


Die Ergebnisse sind eindeutig und iiberzeugend. 


Unterschied gegeniiber normalen, aus- 
‘iften Stengelgeweben zeigt, sind die Katalasewerte fiir echte durch 











“4 ct. tumefaciens erzeugte Stengeltumoren und noch mehr fiir Callus- 
. moren um ein Vielfaches gesteigert. Die Katalasesteigerung ist also 
im Unterschied von Wundgewebe fiir Pflanzenkrebszellen spezifisch. 
stimmung der Katalase in Callus und Callus-Tumor, in Stengeltumor und 
7 Stengel allein bei Canavalia ensiformis. 
1. Normaleallus, vorliegendes Material . . . ... . O7¢ 
; 2. Callustumor, os ra are. a ie a ag 
ney 
.. 3. Stengeltumor, és e Sods 6.” ee a i 
sa 4. Stengelteil, i set ee ae 
Das Frischmaterial wird mit fliissigem Stickstoff zerrieben und mit 
asser auf 10 ccm aufgefiillt; bei 4° tiber Nacht digeriert und danach 
atrifugiert. 
unde Tabelle XXIV. 
sac} Aufstellung der Trockengewichte. 
Pn, M F = . 
aterial eem frisch g trocken Vol.- trocken 
sugte) 
refal Normaleallus . 1 0,0061 0,61 
Callustumor | 0,0076 0,76 
wach :. Stengeltumor . ”) 0.0029 0.14 
veigen 4. Stengelteil 1 0,0020 0,20 
‘Inung = es 
. Tabelie XX V. 
‘nung , 
: Wasserwerte der Apparatur. 
viilst« 
» ’ teaktionsd: 4 
eme! Reckitousionss 1 1 1 I 
Min 
eide) 2 0.2 0.2 0.2 0,2 0.2 0.2 
A oF 9 OF ) OF 02 )9 
mal 4 0,20 0,2 0.20 0,25 2 0,2. 
8 0,25 0.25 0,25 0.25 0,25 0.25 
erga 10 0,25 0,25 0.25 0,25 (0,25 0,25 
‘+h m 
Tal ae 
such: Tabelle XX VI. 
. ens I. Callus, normal. 
deilt teaktionsdauer 
<i Reaktionsdauer w A K W 4 
mi Biv Min. 
enden 2 0.25 0.30 0.10 0.25 0.4 
a) 0,25 0,85 O15 0.25 0.8 
S 0,25 1,15 0.15 0,25 1.1 
10 0,25 1.30 0.15 0,25 1,25 
W Wasserwert, A Aktivsaft, K Kochsaft 
Ansatz: 2cem Puffer, 
2 Saft (zentrifugiert ), 
2 H,O», 1°, ig. 
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G. Klein u. 


Tabelle 
Il. Geimpfter 


W. Ziese: 


XXVII. 


Callus. 





Reaktionsdauer 


Versuch A 


Versuch B 








Min. WwW A A W \ 4 \ 
2 0,20 1.30 1,35 0,20 3.2 3.2 
5 0,20 2,40 2,50 0,20 4,7 4,7 
8 0,25 3,10 3,20 abgebrochen 
10 0,25 3,25 3.50 
Ansatz: 2cem Puffer, 0,25 ccm Saft, Ansatz: 2cem Puffer, 1 
1,75ceem Wasser, 2 cem Hg Oo. Saft, 1eem Wasser, 2ccem H, | 
Verwertbar ist nur Versuch A. 
Tabelle XXVIII. Zuck 
5. Stengeltumor. lum 
tes ons Tr \ it 
Reakti ns dauer Ww A A K 
Min. 
2 0,20 0,9 0.8 0,20 — 
5 0,25 1,75 1,75 0,20 werd 
8 0,25 2,25 2,25 0,20 
10 0,25 2,50 2.50 0,20 
° ire | 
Ansatz: 2cem Puffer, 1eem Saft, 1 eem Wasser, 2cem H,O,. . 
sich 
| Tabelle XXIX. hte 
4. Stengel allein. : 
Stam 
| te ionsdé or . y 
Reakti ons lauet wW A A K Unte: 
] Min. ; 
| befun 
| 2 0,20 0,29 0,20 0,10 F 
5 0,25 0,25 0,25 0,15 Ps. 
s 0,30 0.30 0,30 0.20 schiet 
) 10 0,30 0,30 0,30 0.20 ¢ 
| ° + 
1 Ansatz: 2cem Puffer, 1ecem Saft, 1cem Wasser. 2 cem H, Op. eine 8 
| 
Die Befunde sind dargestellt in Abb. 18. von | 














Abb. 18. 
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Tabelle XXX. 


Katalaseaktivitat in cem O, bezogen auf 0,1 g Trockensubstanz 





(Mittelwerte). 
cktionsdases Callus normal rumoreallus Stengeltumor Stengelte 
Min. 
2 0,82 D5S.0 44.8 
5 4.93 116 L104 
5 7,40 153 138 
10 5,61 164 155 


Zusammenfassung. 

1. Bei einem Vergleich der Katalaseaktivitaét in Reibsaften von 
Zuckerriiben, Runkelriiben und roten Riiben und von zugehérigen 
lumoren wurde gefunden, daB die Aktivitat in den Tumoren die Akti- 
yitat der gesunden Riiben erheblich tibersteigt. 

2. Die Annahme, daB der Uberschu8 der Tumoraktivitat an Kata- 
lase auf einem nicht enzymatischen Effekt beruht, konnte widerlegt 
werden. | 

3. Die Frage des Anteils von Bakterien oder aus Bakterien hervor- 
vehenden kérperfremden Stoffen wurde eingehend gepriift, wobei 
sich mit groBer Wahrscheinlichkeit ergab, daB hierdurch die beob- 
whteten Erscheinungen nicht erklart werden kémnen. 

4. Bei Priifung von Tumoren, die aus Impfungen mit verschiedenen 
Stimmen des Bact. tumefaciens hervorgegangen waren, konnte kein 
Unterschied festgestellt, insbesondere keine Abhangigkeit der Katalase- 
befunde von Impfmaterial aufgefunden werden. 

5. Es wurde die Abhangigkeit der Katalaseaktivitét von ver- 
schiedenen Faktoren gepriift. 

6. Es konnte gezeigt werden, daB die gesteigerte Katalasetitigkeit 
eine spezifische Erscheinung der Gewebe des Pflanzenkrebses, nicht aber 
von Wundgewebe ist. 


19* 








Untersuchungen auf dem Gebiete der Tabakchemie. 


VI. Mitteilung: 
Uber die Kolloide, die die Wasserkapazitit des Tabaks verursachen. 


Von 


N. 1. Gawrilow und E. I. Ginsburg. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Staatsuniversitat 2 
Moskau und dem wissenschaftlichen Zentrallaboratorium von Sojuztabak 


(Eingegangen am 1. Juli 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Fahigkeit des Tabaks, Wasser aufzunehmen und festzuhalte: 
, die Wasserkapazitat des Tabaks*, wird hauptsachlich durch die 


ihm enthaltenen Kolloide verursacht. Da die Wasserkapazitat cde: 


Tabaks fiir die Technologie der Tabakindustrie von groBer Bedeutung 
ist, haben wir eine Untersuchung der Kolloide im Tabak begonnen mit 
besonderer Beachtung derjenigen, die auf den Wasserhaushalt ce: 
‘Tabaks Einflu8 haben kénnen. Es gibt noch keine Methode zur }i 
stimmung der Wasserkapazitat; wir waren daher gendtigt, eine relatiy 
Methode zu gebrauchen; wir sind bemiiht, eine vollkommene Method 
auszuarbeiten, die diese wichtige Eigenschaft des Tabaks quantitat 

zu bestimmen erlaubt. 

Der Tabak wurde bis zu einem Wassergehalt von 8 bis 10°, ¢g 
trocknet, in einen Exsikkator iiber Schwefelsiure (spez. Gew. 1.22 
gebracht und bei 16 bis 20° stehengelassen. Die taglichen Waguny 
ergaben eine intensive Wasseraufnahme. Der relative Wassergehalt «: 
Luft im Exsikkator (76°) schloB eine Verschimmelung aus, doch \ 
hierbei eine langsame Fermentation nicht unméglich. Die Kohlensiu: 
im Exsikkator wurde nicht bestimmt und nicht adsorbiert. 


Es war unsere Aufgabe, eine qualitative Methode zur Charakt 


sierung der Wasserkapazitéat auszuarbeiten. Wir versuchten erst 
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intitative Methode zur Kolloidbestimmung von A. W. Dumansky', 
lic in der Zuckerindustrie mit Erfolg angewandt wird. 

Bei der Untersuchung der wasserigen Tabakausziige auf ihre 
\usfallbarkeit mit Ather und Alkohol nach dem System der dreiseitigen 
Koordinaten stellten wir fest, daB der durch Alkohol verursachte Nieder- 
schlag durch Ather nicht vergréBert wird. 


50 g fein zerriebenen Tabaks wurden mit 300 cem destilliertem Wasser 

40° bearbeitet und nach einstiindigem Erhitzen auf einem Wasserbad 
vuf 45 bis 50° und Abkiihlen mit Wasser auf ein Gewicht von 350 g gebracht. 

Nach dem Filtrieren wurden 25 cem der Lésung in einem Zentrifugen 
rohrcehen mit 75cem 96° igem Alkohol niedergeschlagen, zentrifugiert. 
der Niederschlag auf der Zentrifuge zweimal mit Alkohol und einmal mit 
Ather gewaschen und im Trockenschrank bei 95° getrocknet. Wie bekannt, 

die Wasserkapazitét in fermentierten Tabaken geringer als in un- 
fermentierten. 

Wir arbeiteten mit Tabak, dessen Blatter in zwei Halften geteilt 
waren, von denen die eine fermentiert und die andere untermentiert gelassen 
war. Ein Teil des fermentierten Tabaks wurde noch wahrend 3 Stunden 
im Trockenschrank erhitzt. 

Die durch Alkohol fallbaren Kolloide wurden im Tabak ,,Amerikan. 
Nr. 20°° bestimmt (s. Tabelle I). 


Tabelle I. 





vom trockenen Tabak 


Tabak Mittel 
| I] Il. I\ 
|. Fermentierte Halften. . . . 10,5 10,9 11,2 10,8 10,9 
2. Fermentierte Halften wahrend 
3Std. bei 95° getrocknet . . 11,0 11,3 10,5 - 11.0 
3. Unfermentierte Halften. . . 11,8 11,8 11,4 12,0 11,8 
Es ist ersichtlich. daB die fermentierten Blatter ungefahr 8°,, mehr 


durch Alkohol fallbare Stoffe enthalten als die nicht fermentierten. 
In den Niederschlagen wurde folgender Aschegehalt festgestellt. 


Tabelle ll. 


Der Aschegehalt der Alkoholfallung und seine Zusammensetzung. 





yom 


Wiederschias vom Tabak 


Asche Nr.1.. . 40,87 4,42 

me Se aa 39,5 4,27 
In der Asche CaO. ; 13.6 1,47 
—— ,» MgO... 6.2 0,67 


Fast die Halfte des Niederschlags besteht also aus Mineralstoffen. 


1 J. Zucker-Industrie (Russ.) Nr. 1 bis 2, 8. 35, 1931. 
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Tabelle III. 


Bestimmung der organischen Stoffe im Niederschlag. 





®/9 vom ( 


Nieder- | qabak 
schlag 
Gesamtstickstoff ....... 1,17 0,129 
Kiweibstickstoff nach Barnstein . 0,55 0,059 
Kiweibstickstoff nach Tannin- 

ier Saf. tlie. Sin ee 0,0 0,0 
Reduzierende Stoffe, auf Glucose | 2,71 0,293 

umgerechnet, nach Bertrand | 4,08 0,455 
Kohlenhydrate (nach Bleifallung), 

auf Glucose umgerechnet . . 1,54 0,167 
Pektinstotfe nach Dore* . . . 5,46 0,60 


* Dore, Journ. Am. Chem. Soe. 48, 1, 1926. 


Aus der angefiihrten Analyse lat sich folgern, daB der durch Alkohol- 
fillung des wasserigen Auszugs (nach A. W. Dumansky) erhaltene Niede: 
schlag keineswegs nur aus Kolloiden besteht, sondern ein Gemisch ve 
schiedener in Alkohol schwer léslicher Stoffe vorstellt: Calciumcitrat, 
Anhydride von Aminoséuren, einige Kohlenhydrate usw. Bei der Dialyse 
des in Wasser aufgelésten Niederschlags bildete sich eine kolloidale Faéllung 
In dem Dialysenwasser lieBen sich Kohlenhydrate und Stickstoff nacl- 
weisen, 

Die Methode von A. W. Dumansky ist also zur Bestimmung des 
Gesamtgehalts der Kolloide im Tabak ungeeignet. 

Es kénnen im Tabak folgende Kolloide vorkommen: 1. die als 
Wasserabsorbenten fungieren kénnen: Cellulose, Proteine, Pektinstoffe 
und andere polymere Kohlenhydrate, manche Harze, und 2. die Kolloide 
der hydrophoben Harze, Paraffine usw. Um iiber den EinfluB der 
einzelnen Gruppen dieser Stoffe auf die Wasserkapazitét Auskunft zu 
erhalten, bearbeiteten wir den Tabak mit verschiedenen Lésungsmitteln 
und entfernten auf diese Weise aus dem Tabak einzelne Kolloide oder 
Gruppen von Kolloiden. Die Versuche wurden mit fermentiertem 
Krimschen Tabak ,,Dubeck Nr. 20° angestellt. 

Feingeschnittener Tabak (30 bis 40 g) wurde im Soxhlet mit folgenden 
Lésungsmitteln: Wasser, Alkohol, Benzol und Chloroform bis zur volligen 
Entfarbung der Lésung bearbeitet. AuBerdem wurde eine Probe (50 g) in 
einem Philips-Becher mit Salzsiure (spez. (Gewicht 1,015) auf einem Wasser 
bad erhitzt und darauf mit Wasser gut ausgewaschen. Aus derselben 
Probe wurde reine Cellulose nach Henneberg und Stohmann isoliert. Alle 
bearbeiteten Tabakproben sowie eine urspriingliche Tabakportion wurden 
darauf bei Zimmertemperatur bis zu einem ungefahr gleichen Wassergehalt 
(8 bis 10°.) getrocknet. 

Die mit Alkohol, Benzol und Chlorotorm bearbeiteten Tabake verloren 
nach dem Trocknen vollsténdig den Geruch des Lésungsmittels. Eine 
Tabakprobe wurde in einem Thermostaten bei 100° wahrend 15 Minuten 
mit einem Dampfstrom behandelt, darauf getrocknet und die Wasseraui 
nahme bestimmt. 
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Es wurden aus jeder Tabakprobe je zwei Proben (1 bis 2 g) in breite 
GefaBe gegeben und in einem Exsikkator tiber Schwefelséiure (spez. Gewicht 
1.22) bei 16 bis 20° stehengelassen. Die Gewichtsbestimmung erfolgte 
einmal téglich. 


Die mit Chloroform und Benzol behandelten Tabakproben nahmen 
1 Exsikkator am meisten Wasser auf und erreichten am siebenten Tag 
den gr6Bten Wassergehalt (s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Zunahme des Wassergehalts in Tabaken nach verschiedener Behandlung 
am 7. und 14. Tag. 





Art der Behandlung cena 5 ag am ine | Tae am 

Nicht veranderter Tabak... . . : 8,71 9,46 
Behandlung mit Benzol . ... . : 8,44 9,34 

i » Chloroform . . 8,47 9,07 

: — Ws ws 4,01 4.41 

* oe 3,57 3,72 

" —_— ‘ 3,04 3.34 
Cellulose. . . .. a2. 3,30 3,64 
Bei 100° mit Dampf behandelt . . . . 8,30 am 5. Tag 


Nach dem 7. Tag begannen die Tabakproben an Gewicht abzunehmen, 
Ob es die Folge einer Temperaturerh6hung und einer Verminderung der 
relativen Feuchtigkeit im Exsikkator war oder durch eine langsam fort- 
schreitende Fermentierung hervorgerufen wurde, blieb unaufgeklart. 


Am 11. Tag lieBen wir die Feuchtigkeit im Exsikkator auf 78", steigen, 
was eine Erhéhung der Wasseraufnahme des Tabaks zur Folge hatte; 
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die Intensivitéat der Wasseraufnahme war aber von der gleichen Ordnw 
wie vorher. 
Die Kurven der Wasseraufnahme der Tabake zeigen, daB nach Bea 
beitung mit Benzol und Chloroform die Wasserkapazitaét nicht nur vi 
ringert wird, sondern teilweise (besonders bei Benzol) anwiichst. Nach B dure 
handlung mit Alkohol ist die Wasserkapazitaét des Tabaks etwas niedrigx 
eine groBe Verminderung der Wasserkapazitét laBt sich nach Behandlw 


mit Wasser und Séure feststellen. Diese Tabake besaBen eine Wass« {bn 
kapazitat der gleichen GréBenordnung wie Cellulose. wah 
Obwohl bei der Behandlung von Tabak mit Wasser bei 75° die Pekti: des 


stoffe nicht extrahiert werden, war ihre Wasserkapazitaét derjenigen di 
Cellulose gleich (s. Abb. 1). Behandlung von Tabak mit Wasserdam)) 
verandert seine Wasserkapazitit nicht (s. Abb. 2). Die Erhéhung cd 
Wasserkapazitaét durch Benzol und Chloroform war fiir uns unerwarte! suim 
Doch erhielten wir bei Wiederholung der Versuche die gleichen Resultat 

(s. Abb. 3). 

Der mit Benzol extrahierte Tabak wurde noch einmal mit Benzo! det 
bearbeitet, getrocknet und im Exsikkator zur Wasseraufnahme stehen gon! 
gelassen (s. Abb. 4). Die Wasseraufnahme des Tabaks nach Benzo! 
behandlung blieb unverandert. 
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Tabelle V. 





Wiederholte Be- 


Wasser- handlung 
Art der Bearbeitung aufnahme in mit Benzol. 
0/, am 3. Tag Wasseraufnahme 


in 95 am 5. Tag 


Unbearbeiteter Tabak . . . 9,1 8 
Mit Benzol extrahiert .. . 10,0 1 
. Wasser . ae 3.6 roles 


Mo 








dnw 


Bea 
r ve 
th B 
lrige 
idl 


ase 


ektis 
m cd 


dam} I 


ig «lk 
vartet 
ultat 


Benzo 
teher 


4 , | 
EONZO! 


rbelfer 


o/ extrar 





Tabakchemie. VI. 29] 


Schlubfolgerungen. 


1. Die Wasserkapazitat des Tabaks hingt hauptsachlich von Stoffen 

die bei 75° durch Wasser gelést werden, und wird einigermaBen 
lurch die Wasserkapazitat der Cellulose verursacht. 

2. Die Behandlung mit Benzol und Chloroform fiihrt nicht zur 
\bnahme der Wasserkapazitit, sondern vergréBert sie teilweise, was 


wahrscheinlich mit der Entfernung von Harzstoffen, die die Diffusion 


des Wassers in die Blattiefe verhindern, in Zusammenhang steht. 


3. Die Methode von A. W. Dumansky erlaubt nicht, die in dem 


wisserigen Tabakauszug befindlichen Kolloide quantitativ zu be- 
stimmen. 


Diese Arbeit ist eine vorlaufige Mitteilung tiber die Untersuchung 


der kolloiden Komplexe im Tabak, die in unserem Laboratorium be- 
gonnen 1st. 








Direkte Bestimmung der Titrationsaziditit des Harns mit Ein. 
fiihrung einer die Menge des Bicarbonats erfassenden Korrektur. 


Von 


E. E. Martinson und N. G. Borodin. 


(Aus dem Laboratorium des Lehrstuhls fiir Biologische Chemie am Omsker 
Medizinischen Institut.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die titrierte Aziditat des Harns kann unter gewissen Bedingungen 
ein Quantitatsindex fiir die durch den Organismus ausgeschiedene iiber- 
schiissige Aziditaét sein. Sie charakterisiert dabei die Basenersparnis 
im Organismus. Wie jedoch Camble (1) zeigte, enthalt der Harn sogar 
bei sehr niedrigem py eine gewisse Menge Kohlensaiure, wobei die Menge 
frei geléster CO, eine ziemlich konstante Gr6éBe darstellt, wahrend die 
Menge des Bicarbonats als Funktion des py veranderlich ist. 

Mainzer und Joffe (2) weisen ganz mit Recht darauf hin, daB die Aus- 
scheidung von Bicarbonat durch den Harn im Grunde genommen einen 
reinen Verlust des Organismus an fixen Basen bzw. eine Séureersparnis 
darstellt. Daher bedarf die titrierte Aziditat des Harns als Index der Basen- 
ersparnis einer der Menge des Bicarbonats entsprechenden Korrektur. 
Wir halten die Erwaigungen von Mainzer und Joffe fiir vdllig richtig; bei 
unseren Untersuchungen iiber das Saéurebasengleichgewicht bedienten wit 
uns der von ihnen vorgeschlagenen Koeffizienten [#. Martinson u. a. (3)). 

Zu der infolge der Anwesenheit von Bicarbonat erforderlichen 
Korrektur der Titrationsaziditét benutzten wir jedoch eine andere 
Methode als Mainzer und Joffe; diese neue Methode wollen wir nun 
in dieser Arbeit darlegen. 

Mainzer und Joffe bestimmten, ebenso wie Camble, die Menge des 
Bicarbonats im Harn aus der experimentell nach der Methode von van Slik: 
erhaltenen Gr6éBe der gesamten C©,, indem sie zur Berechnung die Gleichung 
von Henderson-Hasselbalch benutzten: 


— p+ ig BHO: 
va = % TS 80, 


Die auf diese Weise gefundene GréBe des Bicarbonats ziehen Mainzer 
und Joffe von der durch Titration bis pp = 7,4 nach Brock (4) bestimmten 
Aziditaét (A) ab (A BHCO,). Abgesehen von den mit der Methodik 
verbundenen Bestimmungsfehlern erschien uns diese Methode als zu komp!- 
ziert fiir unsere Arbeitsbedingungen. 
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Wir bedienten uns daher des folgenden Verfahrens: Einer  be- 
immten Menge Harn wurde eine bestimmte Menge HCl zugefiigt. 
Starke Salzsiure zerstért das Bicarbonat, wobei eine der Menge des 
bicarbonats aquivalente Menge der Salzsaéure neutralisiert wird. Diese 
Methode der Zerst6rung des Bicarbonats wurde in der von Aschmarin 
ind dem einen von uns stammenden Arbeit 


angewandt (5). Dann titrieren wir diese 

Harnportion bis zu py 7,4. , Ss 
Hierbei wird die eigene Aziditat des HL C 

Harns plus die Menge HCl, die nach der 


Neutralisation eines Teils davon durch Bi- 
carbonat tibriggeblieben ist, titriert. Wenn 
man von der auf diese Art gewonnenen 
\ziditaétszahl die Menge der hinzugefiigten 
Salzsiure abzieht, so ist die Differenz gleich 
der titrierten <Aziditaét minus Bicarbonat 
(A — BHCO,). 


Im einzelnen stellt sich unsere Methodik 
folgendermaBen dar: man gieft 20cem Harn 
in das Schiisselchen des mit Quecksilber gefiillten 
Apparats (Abb. 1) (Fassungsraum etwa 300 ccm). 
Bei geringem Vakuum iiberfiihrt man den Harn 
nach Offnung des Hahns in den Apparat. In 
das Schiisselchen gieBt man nun eine genau 
abgemessene Menge 0,2n HCl. Die Menge der 
hinzugefiigten HC] hangt von dem px des Harns ab. Bis zu pu 6,8 
nimmt man 2cem 0,2n HCl, von px 6.9 bis pH 7,4 5cem, von 
pH 7,4 bis pr 7.7 10cem 0.2n. Uber PH 7.7 l0cem O,5nHCI. 

In allen Fallen, wo man von der Salzséurelésung weniger als 10 cem 
nimmt, fiigt man in das Schiisselchen Wasser bis zu dem Volumen von 
10ecem hinzu. Saure und Wasser iiberfiihrt man ebenfalls in das GefaB'. 
Das Gesamtvolumen der Mischung ist somit stets gleich 30cem. Dann 
senkt man die Birne und entfernt das Quecksilber aus dem Apparat, jedoch 
so, daB es den Kanal des unteren Hahns ausfiillt. Darauf schiittelt man 
den Apparat ungefahr 3 Minuten. Die Bicarbonate werden dabei zerstért, 
und die Kohlenséure geht in das Vakuum iiber. Der Apparat wird von 
neuem in das Stativ gestellt. Die Birne wird iiber den oberen Hahn ge- 
bracht, der untere Hahn wird geéffnet, man l4Bt das Quecksilber init der 
Fliissigkeit ansteigen, 6ffnet den oberen Hahn und J4Bt das ausgesciiiedene 








Abb. 1. 


Gas entweichen. 

Die Evakuation wird von neuem wiederholt; wenn beim zweitenmal 
wieder eine bedeutende Menge Gas ausgeschieden wird, evakuiert man 
zum drittenmal. 

Nach volliger Entfernung von CO, la8t man den Harn in das obere 
Schiisselchen ein und benutzt ihn zum Titrieren. Man titriert bis px 7,4 


1 Es ist besser, dabei zuerst die Saéure zu iiberfiihren und erst dann 
das Wasser, mit dem man das Schiisselchen nachspiilt. 
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mit Meta-nitrophenol als Indikator im Komparator des Typus Walp: 

Als Standardtest, dessen Farbe dem Ende der Titration entspricht, dic 

die nach Michaelis fiir pu 7,4 bereitete Lésung von Meta-nitrophen 

auf I1cem zehnfach verdiinnter Grundlésung von Meta-nitrophenol (0,3 
: 100 cem H.O) nimmt man 6cem n/10 Na,CO,. 25cem der nach dies: 
Vorschrift zubereiteten Lésung werden in ein Reagensglas von 150 & 30 my: 
eingefiillt, worauf das Reagensglas zugeschmolzen wird. Dieser Standar 

test kann infolge der Haltbarkeit der Jichaelisschen Indikatoren lan 

Zeit hindurch gebraucht werden. Wir benutzten einmal einen Indikat: 
im Laufe von I1'/, Jahren. Darin liegt ein Vorteil gegeniiber dem Standard 
test von Brock, der jedesmal ex tempore zubereitet werden muB. AuBerde: 
ist die Zubereitung des von uns benutzten Standardtests sehr einfach uw 
erfordert keine Pufferlésungen. 

Drei andere Reagensgliser von denselben Ausmawen werden wie folgt 
gefillt: in das erste gibt man 15icem vom Bicarbonat befreite Har 
mischung, die 10 cem unverdiinntem Harn entspricht, 5 ccm halbgesattigter 
Lésung neutralen oxalsauren Kaliums zu: 
Ausfaillung des Caleciums [Folin (6)], 5ecen 
Grundlésung von Meta-nitrophenol; in das 
zweite Reagensglas die im Evakuationsapparat 
verbliebenen 15 cem Harn (die geringe Un 
genauigkeit beim Abmessen dieser Portion 
Harn hat keine Bedeutung), 5ccm hal! 
gesattigter Lésung von oxalsaurem Kali und 
15cem Wasser, d.h. Fliissigkeit mit einen 
Gesamtvolumen von 35ccem; in das dritt: 
Reagensglas kommt reines Wasser. 

Die vier Reagensgliser werden im Kom 

Abb. 2. parator (Typus Walpole) in folgender Weise 
aufgestellt (Abb. 2). In den einen der zwei 

vorderen Hohlzylinder kommt das mit Wasser gefiillte Reagensglas, in den 
anderen das Standardreagensglas. Hinter dem Reagensglas mit Wasser be 
findet sich das Reagensglas, das den Harn mit dem Indikator enthailt. 
Hinter dem Standardglaschen befindet sich das zweite mit dem Harn ohne In 
dikator. Dieses Reagensglas dient als Hintergrund zum Ausgleich der Figen 





farbe und Triibung des Harns. Am bequemsten fiir den Vergleich ist gerade 


eine solche Anordnung der Reagensglaschen, wenn die triiben Glascher 
neben, hinter oder vor den durchsichtigen aufgestellt sind. Als Lichtfilte: 
nimmt man eine Kombination von blauem und mattweiBem Glas. Nachden 
die Reagensglaser in der angegebenen Weise angeordnet sind, wird in das 
Glaschen | aus einer Biirette n/10 NaOH bis zur Angleichung an die Farly 
des Standardtest zugesetzt. Dann wird in das Glaschen Wasser bis zu 
35cem hinzugefiigt; wenn sich die Farbe dadurch veraindert, gibt man 
noch einige Tropfen n/10 NaOH bis zum Farbausgleich hinzu!. Das End: 


‘Im Verlauf der Titration von Harn mit einem px iiber 7,7 (wobe 
man zur Zerst6érung des Bicarbonats 10 cem 0,5n HCl genommen hat 
kann das Gesamtvolumen nach Zusatz der n/10 Natronlauge 35 cem iiber 
steigen. In diesem Falle fiigt man noch | oder 2 cem Meta-nitrophen 
hinzu und kann dann die Titration bis zu einem Volumen von 42 bzw. 
49 ccm fortsetzen. In diesem Falle muB8 man Wasser bis zum entsprechende: 
Volumen in das hinter dem Standardtest stehende Reagensglischen n 
Harn hinzufiigen. 
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Bestimmung der Titrationsaziditat des Harns. 2PO5 


y Titration wird aufs genaueste scharf festgestellt. Von der Menge der 
w Titration verbrauchten n/10 NaOH wird die Menge der vorher zu- 
fiigten HCl abgezogen. Die Differenz ergibt die um die Menge des Bi- 
irbonats verminderte Titrationsaziditat: A BHCO,. 


Reispiel. In den Evakuationsapparat kommen: 20 cem Harn, 2 cem 
062n HCl ( 4eem n/16 HCl) und 8cem H,O. 


Nach der Evakuation benutzen wir 15 cem Mischung ( 10 cem Harn). 
Fir die Titration wurden 2,20 cem n/10 NaOH verbraucht. A BHCO, 
2,20 2,0 0,20 cem n/10 NaOH auf 10 cem Harn. 


Es war fiir uns von groBem Interesse, aufzuklaren, bis zu welchem 
Grade die von Mainzer und Joffe fiir den Bicarbonatgehalt im Harn 
gefundenen Zahlen unseren gewissermaBen automatisch in die Be- 
stimmungsmethode eingefiihrten Korrekturen entsprechen. Zu diesem 
Zweck fihrten wir eine Serie von Analysen aus, wo wir parallel mit 
der eben beschriebenen Titration des Harns jedesmal 10 ccm desselben 
Harns ohne Zusatz von HCl titrierten. In das hinter dem Reagens- 
glischen mit Wasser befindliche Glaschen I gibt man 10 ccm Harn, 
5eem Wasser, 5 ccm halbgesattigte Losung von oxalsaurem Kali und 
5ecem Indikator; in das hinter dem Standardtest stehende Reagens- 
glischen 10 cem Harn, 5 ccm halbgesattigte Lésung von oyalsaurem 
Kali und Wasser bis zum Volumen von 35 ccm. 


Die Titration wird ebenso durchgefiihrt wie im ersten Falle. Die 
Titrationszahl entspricht in diesem Falle der nach der Methode von 
Henderson (7) oder Brock bestimmten Titrationsaziditaét. AuBer den 
bereits erwahnten Bequemlichkeiten weist jedoch diese Methode gegen- 
iiber dem vortrefflichen Verfahren von Brock. noch den Vorzug auf, 
daB hier der Fehler, der von der Eigentriibung und Farbe des Harns 
herriihrt, vdllig beseitigt wird. Dadurch wird die Verwendung des 
oxalsauren Kalis zur Ausfallung des Calciums erméglicht, was. wie 
Folin (6) gezeigt hat, den Fehler der Titration verringert; bei der 
Methode von Brock ist das aber unméglich. Wenn man von der er- 
haltenen Titrationszahl (A) die Zahl der ersten Titration abzieht 
(A— BHCO,), mu die Differenz der Menge des Bicarbonats im 
betreffenden Harn entsprechen: A -— (A -- BHCO,) BHCO,. In 
Tabelle | bringen wir die Resuitate einer solchen Bestimmung und zum 
Vergleich die Angaben von Mainzer und Joffe. 


Wie aus der Tabelle Il zu ersehen ist, stimmt die Menge des nach 
unserer Methode fiir viele py festgestellten Bicarbonats fast genau mit 
den Angaben von Mainzer und Joffe iiberein. Die griéBten Unterschiede 
finden sich bei niedrigen und hohen py. Die bedeutenden Schwankungen 
bei niedrigen py erklaren sich dadurch, daB die absoluten Mengen des 
im Harn enthaltenen Bicarbonats in diesem Aziditatsgebiet sehr gering 


sind und in die Grenzen der durch die Titration bedingten Fehler fallen. 
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Wir titrieren aus einer in 0,05 ccm graduierten Biirette. Da! 
entspricht die Genauigkeit der Messung 0,025ccm. Bei doppelt 
Titration kénnen sich die beiden Fehler summieren, wobei fiir d 
Bicarbonatgehalt zu hohe oder zu niedrige Werte gefunden werd 
oder sich gegenseitig aufheben. Im ersten Falle wird der Bestimmungs. 
fehler gleich 0,05 ccm sein. Ist der Fehler nur in einer Titratio, 
enthalten, so wird die Abweichung gleich + 0,025 sein. Ungenauigkeit: 
in der Bestimmung des Bicarbonats im Gebiet niedriger py sind jedo 
von keiner praktischen Bedeutung, da die absoluten Mengen des [3 
carbonats in diesem Gebiet sehr gering sind. 


Die héheren Zahlen, die von Mainzer und Joffe im py-Bereic! 
von 7,1 bis 7,4 gefunden wurden, kénnen wir vermutungsweise auf den 
von diesen Autoren angewandten, vorangehenden Ausgieich des Harns 
mit 1 Atm. von 40mm Hg CO,-Spannung zuriickfiihren. Wir bx 
schrankten uns meist auf cin Auffangen des Harns unter Paraffin 
wonach sofort die Analysen vorgenommen wurden. Zur Ermittlung 
konstanter und vergleichbarer GréBen fiir den Bicarbonatgehalt nach 
Mainzer und Joffe, d.h. mittels Bestimmung der Gesamtmenge de 
Kohlensaure des Harns, ist aber dessen Ausgleich mit einer Atmosphiire 
von bestimmter CO,-Spannung von absoluter Notwendigkeit. Der 
Verlust von CO, des Harns fiihrt zu sofortiger Zersetzung der ent- 
sprechenden Menge von Bicarbonat und zu weiterem Verlust von CO, 
da im Harn eine reversible Reaktion stattfindet: 


BHCO, + BH,PO, — B,HPO, + H,CO,. (l 


Bei dem Verfahren von Mainzer und Joffe muB man den Harn 
vor dem Verlust an Kohlenséure schiitzen. Man hat aber nicht dic 
volle Sicherheit, daB die CO,-Spannung im Harn im Moment seine: 
Bildung in den Nieren tatsachlich 40 mm betragt. Diese GréBe ist eine 
inkonstante. Wenn die CO,-Spannung des durch die Nieren aus- 
geschiedenen Harns geringer ist als 40 mm, so mu natiirlich bei Satti- 
gung desselben mit CO, bei 40 mm die Menge des Bicarbonats in ihm 
ansteigen, besonders bei hohen py. Die Reaktion verliuft von rechts 
nach links (1). Theoretisch betrachtet ist unsere Methode frei von der 
Notwendigkeit, den Harn vor dem Verlust an CO, bei Bestimmung 
der realen GréBe A —- BHCO, zu schiitzen. Das sich dabei bildend 
sekundire Phosphat wird in demselben Grade die von uns zugesetzte 
Salzsiure neutralisieren, wie die aquivalente Menge von Bicarbonat, 
aus dem sich das sekundire Phosphat bildet. Somit diirfte an der 
nach unserer Methode bestimmten Zahl A — BHCO, ein CQO,-Verlust 
des Harns nicht zum Ausdruck kommen. Da der Verlust von CO, 
aber eine Verainderung des py des Harns hervorruft, fingen wir den 
Harn unter fliissigem Paraffin auf und schlossen die Analysen sofort an. 
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Dal Tabelle I. 
ye] 
' Bicarbonat 
a sicarbonat Im in mg-Aqu In 
ois PH in mg-Aqu Durchschnitt nach Mainzer Durchsechnitt 
uny 
atic 5.1 0,02 0.01 
| 
elt 0,02 | 
0.02 
do 0.038 
3 B 0.03 
5.3 0.07 0.05 | 
reic} O.05 0.063 
EF den .0Y 
larns 5.4 0.02 0.05 " 
be 0.03 0.035 0.06 { 0.06 
uffin 0.05 
lung - _ ~ 
: QO O05 0.07 
nach 0.02 | 
» der 0.02 0,045 
hare 0.11 | 
Der ; 
5.6 0.03 0.07 
ent- ) 4 | 
0.0. 
1) ’ : 
CV, 0.06 0,054 
0.06 | 
(] 0.08 
darn 5.7 0,05 0,09 
dit 0.08 0.08 0.09 O11 
inet 0,11 J 0.13 
eine 5.9 0.11 0,12 
aus- } 19 ») 
0,12 0.13 0,12 
atti- O11 | 0.13 
ihm 0,17 0,15 0,14 
chts 0,17 | 
der 0.19 
lung 6.0 0.11 0.13 
nd is | 
— 0,14 
tzte 0,14 | 
nat, 015 
- 6,1 0,15 115 
De 190 i E48) 
‘lust = = | 
0.17 O14 O,15 
CO, 0.18 | 0,16 0,17 
den 0.20 
an. 0,20 
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Tabelle 


G. Borodin: 


I (Fortsetzung). 





Pu 


6.6 


~ 


Bicarbonat 
in mg-Aqu. 


0,25 
0,36 
0,27 
0,37 
0,57 } 
0.83 | 
0,73 
0,70 | 
0.86 
1,24 
0.82 ) 
0,97 
0,93 ) 
1,24 
1,01 ' 
1,20 | 
1.49 | 
1.70 
1.41 
1,48 
2.67 
1,97 
2.10 | 
2,30 
2,70 


Im 
Durchschnitt 


0,93 


O.SY 


1,09 


1,85 


to 
bo 
~! 


Bicarbonat 
in mg-Aqu 

nach Mainzer 
und Joffe 


0,18 
0,24 
0.25 
0,28 
0,29 
0,35 
0,37 
0,38 
0,39 


0,34 
0,36 


0,42 
0.48 
O51 
0,61 
0,49 
0,60 
0,63 
0,79 
(0,39) 
0.9] 
1.05 
1,10 
1,16 


4,87 


3,05 


Im 


Durchsehn 


0,37 


0,35 


0,51 


0,63 


1,10 





Har 
daB 
Verh 
unse 
geha 
unse 
kom) 
Grok 
Kost 
Salze 
steigt 
Phos 
GroB 
Saure 
Pu di 
Bicar 
Bei « 
Bicar 
10 
Zersti 
sekun 
gebra 
4.4 
von d 
Menge 
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Gebra 


Bioc 
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Zur Kontrolle der Richtigkeit dieser theoretischen Erwagungen machten 
vir eine Reihe von Parallelanalysen. Der Harn wurde unter fliissigem 
Paraffin durch einen Trichter mit bis zum Grunde reichenden Réhrchen 
n einen Zylinder entleert. Die eine Portion des Harns wurde sofort in den 
i vakuationsapparat tiberfiihrt. Ein anderer Teil des Harns wurde dagegen 
vorher aus dem Zylinder in einen offenen Kolben gegossen und wahrend 
einiger Zeit geschiittelt, wodurch ein partieller Verlust von CO, geschaffen 
wurde. Darauf wurde auch in diesem Harn die GréBe A BHCO, be- 
stimmt. 


Tabelle II. 





A—BHCOs; A—BHCO,; 
Pu Harn unter Harn in offenem Differenz 
Paraffin Kolben 
: 2. —- 2.60 — 2,55 0,05 
‘a — 0,24 — 0,25 0,01 
7,4 — 2.04 — 1,93 0,11 


Die geringen Unterschiede, welche bei der Titration beider Portionen 
Harn zustande kommen, bestatigen unsere theoretische Voraussetzung, 
daB fiir unsere Bestimmungsmethode der Grébe A --BHCO, der 
Verlust von Harnkohlensaéure von unerheblicher Bedeutung ist. Unter 
unseren Feststellungen finden sich keine Zahlen fiir den Bicarbonat- 
gehalt der Harne mit pq tiber 7,4. Es gelingt nicht, diese GréBe nach 
unserer Methode, als Resultat zweier Titrationen zu erhalten. Das 
kommt daher, daB bei py tiber 7,4 die Aziditat iberhaupt eine negative 
GréBe ist, nicht nur auf Kosten des Bicarbonats, sondern auch auf 
Kosten des sekundiren Phosphats, und zwar desjenigen Teiles dieses 
Salzes, der das Vierfache des Gehalts an primarem Phosphat iber- 
steigt (das Verhiltnis von 1 Teil primairem zu 4 Teilen sekundirem 
Phosphat entspricht dem py 7,4). In diesem Falle muf8 man, um die 
GréBe A — BHCO, zu erhalten, von der gesamten Menge der zugesetzten 
Siure ihren mit Alkali abtitrierten Uberschu8 abziehen. Zum Beispiel: 
pu des Harns = 7,6. Titration mit Evakuation. Zur Zerstérung der 
Bicarbonate wurden fiir 20 ccm Harn 10 cem 0,2 n HCl genommen. 
Bei der Titration von 10 cem Harn wurden nach der Zerstérung der 
Bicarbonate 5,60 ccm n/10 NaOH verbraucht. Die GréBe A — BHCO, 

10 — 5,60 = 4,40 ccm n/10 — ist jener Teil der Salzsiure, der zur 
Zerstérung der Bicarbonate und zur Neutralisation eines Teiles des 
sekundiren Phosphats bei dem Ubergang von pu = 7,6 bis pu = 7,4 
gebraucht wurde. Diese GréBe ist mit negativen Vorzeichen zu nehmen: 

4.4 ccm; deshalb kénnen wir auch hier, ebenso wie bei py unter 7,4, 
von der nach Zerstérung des Bicarbonats ermittelten Titrationszahl die 
Menge der verwendeten Saure abziehen: 

A — BHCO, = 5,60 — 10 — 4,40 cem n/10. 

Eine gewisse Unbequemlichkeit entsteht bei unserer Methode aus dem 

Gebrauch eines Evakuationsapparats, der eine groBe Menge Quecksilber 
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erfordert. Wir machten eine Serie Analysen, bei der wir die Zersté: 

der Harnbicarbonate in einem einfachen Kolben vornahmen. In ei: 
Kolben von etwa | Liter Rauminhalt wurden 20 cem Harn abgemess 
dann wurde Salzsaure in einer dem px des betreffenden Harns entsprechend 
Menge zugefiigt, Wasser bis zu 30 cem zugegossen. Die Mischung wu: 
im Laufe von 5 Minuten im Kolben durchgeschiittelt. Dann wurde dur 
Titration auf oben beschriebene Weise die GréBe A BHCO, bestinn 
In einer anderen Portion desselben Harns wurden die Bicarbonate in ein: 
Apparat unter Quecksilber zerstért. Wir bringen die Resultate der Analy 
in Tabelle LIT. 

Tabelle I1I. 





A—BHCO, ° ae A—BHCO, oe 

Pu nach Evakuation | ges Biearbonats Py nach Evyakuation ges Biearbo: 
unter Quecksilber im Kolben unter Quecksilber im Kollx 

5,4 2,14 2.96 6,9 — 0,41 — 0,48 
5.5 0,96 0.84 7.0 — 0,13 0.11 
5.6 1,63 1,60 fe — 0,90 - 1.03 
5,7 1,32 1,30 7,3 — 2,60 2,60 
5,9 1,62 1,57 73 — 1,29 1,48 
6.1 0,50 0,48 7.4 2,04 2,48 
6,2 1,59 1,48 74 — 1,88 1,93 
6,9 — 0,30 — 0,28 7,9 — 6,33 - 6,48 





Diese Analysen zeigen fast véllige Ubereinstimmung der bei beiden 
Methoden der Bicarbonatzerstérung gewonnenen GréBen A — BHCO 
Daher halten wir es fiir méglich, fiir praktische Zwecke die einfacher: 
Methode, bei der die Bicarbonate durch Schiitteln des Harns mit Saure 
im Kolben zerstért werden, anzuwenden. Fiir genauere Analysen kann 
der Apparat angewandt werden. 


SchluBfolgerungen. 

_ 1. Es wird die Methode der direkten Bestimmung der Titrations 
aziditat des Harns mit einer die Menge der Bicarbonate erfassenden 
Korrektur (A — BHCO,) empfohlen. 

2. Die Methodik kann vereinfacht werden, indem man das Bi- 
carbonat — durch Schiitteln des Harns mit Séure — in einem Kolben 
zerstort. 

3. Gleichzeitig wird eine Modifikation der Titration des Harns bis 
zu Pu = 7,4 empfohlen. 


Literatur. 


1) Camble, J. of biol. Chem. 51, 1922. 2) Mainzer u. Joffe, dies 
Zeitschr. 208, 50, 1928. 3) Martinson, Markova, Pocinkova u. Salaskina, 
Zeitschr. f. Kinderheilkde. 51, 483, 1931. — 4) Brock, Zeitschr. f. klin. Med. 101, 
51, 1924. 5) Aschmarin u. Martinson, diese Zeitschr. 199, 307, 1928. 
6) Folin, Amer. J. of Physiol. 9, 1903. 7) Henderson u. Palmer, J. 
biol. Chem. 17, 1914. 
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, (Eingegangen am 15, Juli 1932.) 

beidk n ys 

HCO 1. Einleitung. 

acher : i — —re ; 

Sa ure Jodnatrium stellt bekanntlich eine klinisch wichtige Substanz dar, 
me und daher ist die Wirkung desselben in zahlreichen Untersuchungen 
ann ; “i ; a 

von verschiedenen Autoren, insbesondere auf pharmakologischer Seite, 
geprift worden. Was aber die Wirkungsweise sowie den EinfluB 
desselben auf den Stoffwechsel betrifft, so kénnen wir kaum prizise 
: Angaben machen. 
ations- 


Nach M. Watanabe? wird der dysoxydable Harnkohlenstoff wahrend 
der Verabreichung von 1,3 g Jodnatrium taglich an Kaninchen pro Kilo- 
gramm Ké6rpergewicht herabgesetzt, wahrend es bei der Stickstoffmenge 
as bi- keineswegs der Fall ist. Es ist aus diesem Versuch zu folgern, daB Jod- 
Colben natrium im Organismus den Stoffwechsel beschleunigt. /'. Hildebrandt* 
fand, daB eine ziemlich groBe Gabe von Jodkalium bei Ratten eine starke 
Vermehrung des Sauerstoffverbrauchs verursacht. Neben der férdernden 


senden 


rns bis ime ae 
Wirkung des Jodkaliums bemerkte er zufallig bei einer ganz kleinen Gabe 
einen ziemlich herabgesetzten Gaswechsel und schlug fiir diesen Befund 
zweierlei Erklarungsméglichkeiten vor. Es blieb unentschieden, ob es sich 

entweder um zellulare Funktionsanderung oder um nervése Beeinflussung 

ie oo der peripheren Stoffwechselstatten handelte. Nach Nevsser* wirkt eine 

askina, 

ad. 101. rte : , : ; . : 

998 1 Ein Teil dieser Arbeit wurde schon im KongreBbl. d. jap. Ges. f. 

ec nn. Med. 1928, 1929, 1931 (japanisch) mitgeteilt. 


2 M. Watanabe, Deutsch. med. Wochenschr. 28, 1172, 1926. 
3 F.. Hildebrandt, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 96, 292, 1923. 
4 Neisser, Berl. klin. Wochenschr. 3, 461, 1920. 
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ganz geringe Gabe von Jodsalz auf Basedowkranke giinstig, da der St: 
umsatz dadurch deutlich herabgesetzt wird. 


Bromnatrium setzt die Erregbarkeit des Nervensystems herab. | 
Wirkungsweise desselben wird so aufgefaBt, daB das Bromion im Organism 
das Chlorion umstellt. Doch stellte 17. Watanabe! beim Kaninchen fest 
daB der C/N-Quotient des Harns wahrend des Bromnatriumversuc)h. 
(0.7 g NaBr taglich pro Kilogramm Ko6rpergewicht) fast unverdands 
bleiben konnte. 


Was die Fluoride anbetrifft, so fand Lépine® zuerst, daB Fluornatriu: 
die Hamoglykolyse spezifisch aufzuheben vermag. Nach Loewenhardt wii 
Peirce*® hebt sogar eine ganz geringe Menge von Fluornatrium die Lipas: 
wirkung ginzlich auf, wahrend die meisten hydrolytisch spaltenden Ferment 
dadurch gar nicht gest6ért werden. Virtanen’ auBerte auf Grund seine: 
Untersuchung, daB der Abbau des Hexosephosphats durch Fluorion spezi 
fisch angegriffen wird, da bei gleichzeitiger Verabreichung von Insulin 
und Fluornatrium beim Kaninchen eine Blutzuckersteigerung erscheint 
Andererseits bestatigten Gydrgy, Keller und Brehme®, daB die einzelnen 
Nierenabschnitte (Rinde, Mark und Papille) stoffwechselchemisch weit 
voneinander verschieden ist. Nach ihnen waren die Quotienten fiir die 


Tier ”) Ne x7 _ oe > ° oa 
Nierenrinde Qo, = 19,8, Q)° = 5,7, wahrend fiir die Papille Qo, = 5,2, 
Nz one 

yo = 25,6 waren. 


Es ist daher sehr interessant, zu untersuchen, wie weit der 
Stoffwechsel von der Wasserstoffionenkonzentration und den ver- 
schiedenen Ionen beeinfluBt wird. Wir haben uns deshalb unter Leitung 
von Prof. S. Kozowa mit dem EinfluB der Halogensalze auf die Atmung 
und Glykolyse der Meerschweinchenniere sowie der einzelnen Abschnitte 
der Kaninchenniere beschaftigt, um systematisch zu erforschen, ob 
graduelle oder entgegengesetzte Wirkungsverschiedenheit der be- 
treffenden Salzkonzentrationen vorliegt, wobei wir immer die Reaktion 
des Milieu, also py, sorgfaltig beriicksichtigten. 


II. Methodisches. 


Bei unseren Untersuchungen haben wir uns ausschlieBlich der Warburg 
schen manometrischen Methode bedient (Apparate von der Fabrik Atsuzawa), 
und zwar wurde die Atmung nach der alten Absorptionsmethode der Kohlen 
siure, dieim Falle der Niere ganz bequem und einwandfrei die Bestimmung 
erméglicht, in Luft und die anaerobe Glykolyse in 95 Vol.-°., N, + 5 Vol.- 
CO, bestimmt. Die GefaBkonstanten unserer Trége sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 


1 Watanabe, |. c. 

2 Lépine, zitiert nach Ivar Bang, Blutzucker, 8. 156. 1. Auflage, 
1913. 

3 Loewenhardt u. Peirce, J. of biol. Chem. 2, 379, 1907. 

4 Virtanen, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 218, 1926 

5 Gyérgy, Keller u. Brehme, diese Zeitschr. 200, 356, 1928. 
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GefaiBkonstante Gefiikonstante 
Trog : — 7 Trog = " 
Ko, Keo, Ko, Kk, Os 
I 0,90 0,95 A -- 
II 0,81 0,87 B 0,914 
Ill 0,92 0,98 C 0,882 - 
IV 1,07 1,13 C’ 0,861 0,923 
V 0,89 0,96 D 0,862 0,930 
- - D’ - 0,891 
i 0,950 1,007 KE 0,804 0,866 
2 0,986 1,046 a « 
‘ < avr EK — 0,834 
0,920 0,976 r 0.882 0'894 
4 0,924 0,980 nee ai 
5 0,900 0,955 


Als Versuchstiere waihlten wir gesunde Meerschweinchen sowie Kaninchen, 
deren Niere ohne Narkose schnell exstirpiert und dann in diinne Schnitte 
zerlegt wurde. Beim Kaninchen wurde die Niere vor der Schnittanfertigung 
sorgfaltig in die einzelnen Abschnitte (Rinde, Mark und Papille) zerlegt. 

Die mit Rattenserum isotonischen (— 0,56°C) Stammldésungen der 
gebrauchten Salze waren alle kryoskopisch gepriift. 

NaCl (Kahlbaum) ....... . 0,89g/dl* 
CaCl, (Sankyo) ......... 1,30g/dl 
NaHCO, (Kahlbaum) .... . . 1,32 g/dl 
KCl (Kéisha, Japan) .... . . 1,10g/dl 
ee TOR) 2 wt sh ROS 
eee Fee) wt i + + 
Mar (Morek). . 1. ste es oe o OC e/a 


* Unter g/dl versteht man Gramm Substanz in 100,0cem H, 0. 


Um die Wirkung der Halogenionen auf das Nierengewebe zu untersuchen, 
haben wir den Hauptbestandteil der Warburgschen Ringer-Lésung, also 
das Chlornatrium, durch die betreffenden isotonischen Halogensalzlésungen 
in verschiedenem Grade (total, */,99, '/y999 Vol.-Teile) ersetzt, wihrend wir 
gleichzeitig dasselbe Material in der gew6hnlichen Warburgschen Ringer- 
Lésung zur Kontrolle gepriift haben. Unsere Versuchslésungen sind 
folgende : 

1. Lésung, in der das NaCl vollkommen umgetauscht ist und die 
kurz je nach der Art des Salzes ,,Bromid- Ringer, Jodid- Ringer oder Fluorid 
Ringer’ genannt wird. 

2. MittelmaBig umgetauschte Lésung (°/;99 Vol.-Teile). 

3. Minimal umgetauschte Lésung ('/;999 Vol.-Teile). 

Bei den Versuchen mit Fluorid haben wir immer Ca-freie Ringer-Losung, 
sowohl im Hauptversuch als auch im Kontrollversuch, benutzt, da das 
Fluornatrium selbstverstandlich mit Chlorcalcium sofort unter Abscheidung 
von Fluorealecium reagiert. In der calciumfreien HRinger-Lésung atmet 
das Gewebe, wie man in den nachfolgenden Tabellen sieht, nur wenig 


schwacher als im Normal-Ringer, auch die Glykolyse ist etwas geschwacht. 
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Versuchslisungen 


Hauptlisung 








mn : Kontroll 
Totale Mittelmibige Minimale 
Umtauschung Umtauschung Umtauschung 
NaCl (—) NaCl 95eem NaCl 99.9 eem NaCl 100 cen 
Es | NaBr 100 cem Nabr -_ NaBr Gi « (—) 
5 KCl a a, KC] ew KCl 2 2 
S| CaCl, 2° |cacth 2 CaCl, 2 2 
NaHCO, 2 , NaHCO, 2 NaHCO, 2 2 
of NaCl (—) 95 ecm 99,9 cem 
s =| NaJ 100 cem aw | ae 
E)s KCl - 7 ap 2 
= =| CaCl, a 2, 2 
NaHCO, 2 , a 2 
a NaCl (—) 95 cem 99,9 eem 100 cem 
- NaF 100 eem o . El « (—) 
= | KCl - 2 -_ a. 
“i NaHCO, 2 , 2 2 2 
NaCl (—) 95 ecm 99,9 cem! NaCl 100 cem 
<a} NaBr 100 cem a G2 . (—) 
‘S) KCl  * -_ - = 2 
£) CaCl, - « a % a = 
=! Glucose 0,248 ¢ 0,248 g 0,248 g 0,24 
NaHCO; 20 cem 20 cem 20 cem 20 eem 
2 NaCl (—) 95 com 99,9 cem 
= Na J 100 cem Sp 0,1 
Sis) KCl . . 2 2 
=o) CaCl, - % Ss a 
aad Glucose 0,248 ¢ 0,248 ¢ 0,248 ¢ 
NaHCO, 20 cem 20 com 20 ccm 
NaCl (—) 95 cem 99.9 eem 100 eem 
= | Nak 100 cem 5 OL . ( ) 
=, KCl i . ia 2 - Bigs 
= Glucose 0,248 ¢ 0.248 ¢ 0,248 ¢ 0.248 » 
NaHCO, 20 ccm 20 cem 20 cem 20 cen 


Retention der Kohlensaéure im Sinne Warburqgs fand bei keiner Ver 


suchslésung statt, weshalb die Lésungen ohne weiteres zu den Versuchen 
verwendbar sind. Folgende Zusammenstellung zeigt das pH unserer Ver- 


suchslésungen. 


Versuchslésungen zur Atmung: 





Total 5/190 Vol.-Teile 1/,00 
NaBr 7,1 7,1 
NaJ ‘ ae 7,1 7,1 
NaF (Ca-frei) . 7,1 7.1 


Vol.-Teil Kontrolle 
7.1 | el a 
71 NaCl 7,1 
71 NaCl (Ca-frei) 7,1 





elite 
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* (Ca-frei) . 


Total 


1 Vol.-Teile 


=~ 


~I 
ar 


Vol.-Teil Kontrolle 

7,4 | ‘ 

“ NaCl 7,4 
7.4 

7.4 NaCl (Ca-frei) 7.4 


Man sieht, daB das pu des Fluorid- Ringers zur Glykolyse um 0,2 Ein 


eiten nach der alkalischen Seite abweicht, was nach unseren Erfahrungen 
if die anaerobe Glykolyse ohne EinfluB ist. 


velegt : 


Ill. Experimenteller Teil. 


Die von uns erhaltenen Resultate sind in den folgenden Tabellen nieder- 


Ringer-Loésung. 


T abe lle gi 


(Atmung; totaler Bromid- Ringer; Meerschweinchen.) 


Die eingeklammerten Zahlen sind die Kontrollwerte in normaler 





Druckinderung (mm) 





On 
¢ tewebe 4 ail natal , 
Nr Datum Gewebe ae aa Ko, Verbrauch Vo, Trog 
1927 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std 
1 19. IX. 1,2 — 10,0 — 105 0.832 17,056 — 14,21 Ik 
2 || 19. IX. 5 8,5 — 8&5 0,804 13,668 12.43 ki 
3 || 20. IX. || 338 — 22.0 — 220 | 0,832 36,608 — 11,09 y 
4' 20. IX. 3,9 25,5 — 28,5 0.804 43,416 11,13 Kk 
51 27. X. || 43 28,0 | —27,0 0,804 44.330 10,31 K 
Durehschnitt: 11,83 
Kontrolle: ( 10,68) 
Tabelle Il. 
(Glykolyse; totaler Bromid- Ringer; Meerschweinchen.) 
Druckinderung (mm) CO.- 
De Gewebe . ‘ a ch z N» z 
Nr am wens Bee oacaiinn kK, O» Entwicklung VW; d, lrog 
1927 mg 30 Min. 30 Min emm pro Std. 
l — 1,8 3,0 2.5 0.894 4.917 2,73 | 
ik : Sap 2,9 4.5 3.0 0,866 6,495 2,24 ke 
$3 27. X.}) 4,0 5,5 7,0 0,894 11,175 2.79 F 
4 25.XII.|) 4,2 4.5 5.5 0.866 8.660 2 06 KE 
5 | 29. XII.|| 5,2 10,5 10,0 0.866 17,753 3,41 9 
Durchschuitt: 2.65 
Kontrolle: (5,09) 
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(Tabelle 1.) Kontrolle. 
(Atmung; normaler Ringer; Meerschweinchen. ) 
; Druckiinderung (mm) Oe- 
Ste Datum Gewebe a on K, e Verbrauch a s Tr 
1927/28 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. N 
1 29. VI. || (2,6) (— 20,5) (— 19,0) || 0,832 (32,864) (—12,64) | 
2 | 29. VI. | (1,5) (— 12,0) | (— 13,0) || 0,804 (20,100) (—1340) E I 
8 | 30. VI. || (1,5) | ( 7,0) | (— 7,0) 0,804 (11,256) (— 7,50) E rij 
4 30. VI. (1,0) (— 4,5) | (— 7,0) 0,862 ( 9,913) (— 991) D vil 
5 30. VI.) (1,5) | (— 7,0) | (— 7,0) || 0,882 (12,248) (— 8,17) ( a 
6 || 2. VIL. | (0,7) | (— 6,0) | (— 5,5) || 0,862 ( 9,913) (—14,16) D 7 
7 4 VIE (8,4) (—19,5) . (— 20,5) 0,804 (32,160) (— 9,46) E lI 
8 4. VII.) (3,0) (— 13,5)  (— 16,0) | 0,862 (25,429) (— 848) D 7 
9 4.VIl. (4,4) (— 20,5) (—i9,0)) 0,914 (36,003) (— 8,18) B fT 
10 10. IX. (1,9) (— 14,5) | (— 13,5) || 0,914 (25,592) (—13,47) B 
11 29. XI.) (8,1) (— 19,0) (—19,0) | 0,861 (32,718) (—10,55) ( 
12, 3.XII., (3,3) (— 25,0) | (— 25,0) | 0,832 (41,600) (— 12,60) | 
138 5. XII.) (2,0) (— 16,5) | (— 16,5) | 0,832 (27,456) _(— 13,73) Ff — 
14 7.X1I. (4,8) | (— 21,0) | (— 21,0) | 0,862 (36,204) (— 842) D 
15 10. XII. | (3,2) (— 19,0) (— 19,0) || 0,862 (32,765) (—10,24) D 
16 7. IL (3,3) (—21,0) (—21,0)) 0,862 (36,204) (—10,97) D ™, 
17 16. IL (2,3) (—13,5) (— 13,0) | 0,862 (22,643) (— 9,84) D 
18 3. Il. || (2,9) | (— 15,0) | (— 14,5) | 0,862 (25,429) (— 8,77) D 
19 8. II. || (2,4) , (— 15,0) | (— 16,0) | 0,862 (26,722) ,(—11,13) D I 2 
20 | 21. ID.) (3,1) | (— 21.0) | (— 22.0) 0,862 (37,066) (— 11,96) D I 2 
Durchschnitt: | (— 10,68) I 2 
II 2 
(Tabelle II.) Kontrolle. II 2 
(Glykolyse; normaler Ringer; Meerschweinchen.) II |\2 
9 
‘ ; Druck&inderung (mm) CO.- 4 i 
Nr, | Datum Gewebe a, | ta* Keo, Entwicklung Rcd, Trog 
1927/28 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 
1 21. X. (30) (4,5) (5,5) 0,930 (9,300) (810)  D my 
aie. XI CGD (10,9) (10,0) 0,930 (18,600) (6,41) D Nr 
3 |.28. X. || (3,0) | (10,0) (9,0) 0,930 (17,670) (5,89) D 
4 || 13. XII. | (2,7) (5,5) (6,0) 0,891 (10,247) (3,79) D 
5] 6 Ij (8,4) (10,5) (9,0) 0,923 (17,999) (5,29) ( 1 |! 
618. ID} (2,3) (7,0) (6,0) 0,923 (11,999) (5,22) ( 2 ii] 
71 7. TL || (8,0) (11,5) (11,5) 0,923 (21,229) (7,08) C 8 1 
8 16. II. | (2,5) (7,0) (7,5) 0,923 (13,384) (5,35) ( 44) 
9} 3. ID. (4,4) (7,5) (8,5) 0,923 (14,768) (3,36) ( 5 
10; 8. OH.) (1,8) (4,5) (4,5) 0,923 (8,307) (4,61) ¢ 6 
11 21. If. || (2,8) (9,0) (9,0) 0,923 (16,614) (5,93) ( 


Durchschnitt: 


(5,09) 








eee 


D 


D 
B 
B 


D 
D 
D 
D 
D 
D 
ID) 


Einflu8 verschiedener Halogensalze auf den Gewebsstoffwechsel. I. 


Tabelle III. 


(Atmung; totaler Bromid- Ringer; Kaninchen.) 
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Druckanderung 


Beschleuni 








(mm) gine bzw 
‘4 Ge- > O.- e lung 
N Detem webe ap cyt : Ko, Verbrauch Yo, lrog (Versieiehs- 
erste zweite werte) 
1930 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std 
I 1. VII. |! 5,0 27,5 27,0 1,07 58,3 11,70 I\ 
I}1. VII. | 4,2 | —26,5 | —26,5 . 0,89 47,2 11,2 | 
~ » on a> - Ss 
1 1. VIE. (5,5) (— 87,0) (— 37,0) (0,81) (59,9) (—10,9) II au 
I 1. VII. (5,7) (— 31,5) (— 31,5) | (0,92) (58,0) (—10,2) Ill | 
IT || 4. VII. || 5,0 27,5 | — 27,0 | 1,07 58,3 a i ae 
Il) 4. VIL.) 45 -—29,0 -—27,5 | 0,89 50,2 — 11,2 \ | 105 
Il 4. VIL. (5,7), (— 39,5) (— 39,0), (0,81) (63,6) (— 11,2) | 
1 4. VII. (4,5) (— 26,5) (— 25,5) || (0,92) (47,8) (—10,6) TI 
Tabelle IV. 
(Glykolyse; totaler Bromid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckinderung Beschleuni 
: (mm) co - Fine bzw. 
, Ge- » a N. _ mmung 
Se, | Pao wuhe Ky O» Entwicklung be Trog (Vergleichs 
erste zweite werte) 
1930 mg 30 Min 30 Min. emm pro Std 
I 27. VIII.) 1,6 9,5 9,5 1,13 21,5 13,4 IV 
I 27. VIII.) 2,5 15,5 14,5 0,96 28.8 11,5 \ 79 
I 27. VIII. (1,5), (18,5) (13,5) (0,87) (23,5) (15,7) 
IIT 28.VIll. 3,8 19,5 19,0 0,87 33,5 8.8 II 
IT 28. VII. 2,6 14,0 13,0 0,98 26,5 10,2 I | 74 
‘ 
IT 28. Vill. (38,0) (17,5) (17,0) (1,18) (39,0) (13,0) IV | 
IT 28. VIII. (2.5) (17,0) | (16,5) (0,96) (32,0) (12,8) | V 
Tabelle V. 
(Atmung; 5 Vol.-°,, Bromid- Ringer; Meerschweinchen.) 
; Druckinderung (mm) Oo- 
Nr. Datum Gewebe pene - pane Ko, Verbrauch Ho lrog 
1927/28 mg 3) Min. 30 Min. emm pro Std 
1 | 15. XIT. 4,0 — 31,0 — 295 0,832 50,336 — 12,58 k 
2 | 15. XII. 3,3 — 22,5 — 21,0 0,862 37,497 11,36 D 
314.XIL 4,7 25,0 | — 25,5 | 0,832 42,016 8,94 F 
4 /16.X1I. || 2,4 205  —18,0 | 0,862 33,187 — 13,83 D 
5/10. | 5,7 —495 —48.0 0,832 81,120 — 14,23 k 
Cim. 5,2 — 48,0 47.5 0,805 76,878 14,78 E 
Durchschnitt : - 12,62 


Kontrolle : 


{ 


10.68 ) 
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(Glykolyse; 5 Vol.-° 


Rh. lwatsuru, 


Tabelle 


N. Hosoda u. 


Y. Nakai: 


va. 


Bromid- Ringer; Meerschweinchen. ) 





Druckinderung (mm) 











’ CO.- 
Nr. Datum Gewebe — —— Keo, Entwicklung Qc, i 
1927/28 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std 
1 |} 14. XH. 4,7 10,0 12,0 0,834 18,348 3,90 | 
2 || 14. XH. 6,0 16,5 12,0 0,891 25,394 4,23 lL) 
8 || 15. X11. 34 7,0 6,0 0,834 10,842 3,19 | 
4 15. XIL. 3.5 7,5 7,5 0,891 13,365 3,82 ID) 
Site. £. 5,2 12,0 16,0 0,862 24,136 4,64 | 
6/12. I. 43 13,0 13.0 0,834 21,684 5,04 | 
Durchschnitt: 4,14 
Kontrolle: (5,09) 
Tabelle VII. 
(Atmung; 5 Vol.-°,. Bromid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckinderung Beschleu 
P (mm) * gang bz 
: ie- , 27 “ emmun, 
Nr. || Detum || webe Ko, Verbrauch Yo, Troe (Vergleic! 
erste zweite werte) 
1930 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 0 
I 4. VIL. || 2,0 13,0 12,0 1,07 26,75 —134 IV 
I 4. VII. | 3,1 20,0 19,5 0,89 35,20 -113 V 
i I 4. VIL. (3,0) (— 19,0) (— 18.0) (0,81) (30,00) (—10,0) TI 118 
I 4. VII. (2,0) (— 12,5) (— 11,5) || (0,92) (22,10) (— 11,0) 1 
| 5. VEL. | 4,0 — 19,0 18,0 1,07 39,50 99 IV 
II || &. VIL. || 2,7 15.0 —15,0 | 0,89 26,70 9,9 V | 123 
II 5. VIL. (3,6) (— 17,0) (— 17,0) || (0,81) (27,5) (— 7,7) I | 7 
II 5. VIL. (3,5) | (— 16.9) (— 16,0) (0,92) (29,4) ( 8.4) Ill 
Tabelle VIII. 
(Glykolyse; 5 Vol.-°,, Bromid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckanderung Beschleu: 
G (mm) co as Sev 
. 1e- , 9- . imung 
Nr. || Detum || vebe . Koo, Entwicklung Q2,. Trog |(Vergleich+ 
erst: a weite . werte) 
1930 mg 80 Min. © Min. emm pro Std. ( 
I 29. VIII. 3,0 14,0 13,0 1,13 30.5 10,2 (IV 
I 29.VII. 4,1 21,0 21,5 0,96 40,8 10,0 V | 78 
os ik 
I 29.VIIL. (3,0) (22,0) (22,0) (0,87) (38,3) (12,8) | II | 
I 29. VIII. (2,1) (14,5) (13,5) = (0,98) (27,4) (13,1) Ill 
Wi} 1. IX.) 25 17,0 16,5 0.87 29,10 11.6 lI 
i 1. th se 14,5 13,5 0,98 27,40 9,1 Ill ge 
Ir} 1. FX.) (2,1)|; (12,0) | (12,0) | (1,138) (27,10) (12,9) IV 
Ir 1. IX. (1,9) (10,5) | (10,5) | (0,96) (29,20) (10,6) V 








Einfl 
l 
9 
4 
Nr 
[1 
[1 
I }\1 
I |\1 
II 2 
II 2 
II 2 
II 2 








schleu 

ng bz\ 

mmung 

rgleic! 

verte) 
0 


chleur 
ig bzw 

nes 
rgleic! 
verte 

tf 


78 


ifluB verschiedener 


(Atmung !/;, Vol.-° 


Halogensalze 


auf den Gewebsstoffwechsel. [. 


Tabelle IX. 


Bromid- Ringer ; 


300 


Meerschweinchen. ) 





Datum Gewebe 


1928 mg 

oes 3,3 

(2,9) 

8. II. 2,3 

(2,4) 

21. II. 2.3 
(3,1) 

24. II. 3,8 
24. II. 3,4 


(Glykolyse ; 


Druckanderung (mm) 


erste zweite 
30 Min. 30 Min. 
18.0 20.5 
(—15.0) (— 14,5) 
17.5 — 15,0 

( 15,0) ¢ 16,0) 
— 16,0 — 15,0 
(— 21,0) (— 22,0) 
33,0 — $2.5 
30,0 27.0 

Tabelle 


. 10 Vol.-" 5 


Bromid- 


O>s- 
Ko. Verbrauch Vo lrog 
‘4 emm pro Std : 
0,832 32,032 9.71 I 
(0,862) (25,429) ( 8.77) DD 
0,832 27,040 11,76 F 
(0,862) (26,722) (— 11,14) D 
0.832 25,792 11,21 | 
(0.862) (37,066) (— 11,96) D 
0,832 54,496 — 14,34 | 
0,862 49,134 14.45 D 
Durehschnitt: 12,29 
Kontrolle: (— 10,65) 


X. 


Ringer: 


Meerschweinchen. ) 





Datum Gewebe 


1928 mg 


3. II. 3,9 


(4.4) 
8. IL. 1,6 
(1,8) 
24. IT. 3,1 
(2.8) 


24. II. 3,0 


(Atmung; 


Druckinderung (mm) 


erste zweite 
30 Min. 30 Min 
6.0 7.0 
(7,5) (8.5) 
4.5 5.5 
(4,5) (4,5) 
10,0 7.0 
(9,0) (9,0) 
4.5 4.5 
T abe lle 


Af Vol.-% 


CO>- 
Entwicklung 


Keo, 


emm pro Std. 


0,866 11,258 
(0,923) (14,768) 
0.866 8.660 


(8,307) 
14,722 
(16,614) 

8.307 


(0,923) 
O.866 
(0,923) 
0.923 


Durchschnitt: 
Kontrolle: 


XJ. 


Bromid- Ringer; 


Kaninche 


Qe?) Trog 
2.89 E 
(3.36) hy 
5.41 ke 
(4,62) Cc’ 
4.75 bh 
(5.93) ( 
2,77 ( 
3,96 


(5,09) 





I] 
I] 
II 
II 


Datum tan ll 
mg 
1930 
17. VII. 4.5 
17. VII.| 4,3 
17. VIL. (4.7) ( 
17. VII. | (5,1) | ( 
1932 
29. I.) 5,5 
29. I.) 5,4 
29. I. (5,9) | ( 
29. L.j 5,1 | ( 


Druckinderung 


(mm) 
a @bae 
Ko Verbrauch Vo 

erste zweite ‘ 7 
30 Min. 30 Min emm pro Std 

29.9 28.5 0,81 46,60 10.4 

25.0 26.0 0,92 46.90 10,9 

19,0) (— 19,0) (1,07) (40.66) « 8.6) 

26,0) (— 24,5) (0.89) (44.90) (— 8,8) 
~ 33,5 32,0 0,986 64.58 11,7 

37.0 36.5 0.920 67.62 12.5 

34,0) (— 34.5) (0,924) (63,29) (— 10,7) 

31.5) (— 80.5) (0.900) (55.80)  (— 10,9) 


‘n.) 
Beschleuni 
gung bzw 
Hemmung 
rrog (Vergleichs- 
werte) 
I] | 
IIT 122 
I\ | 
\ 
| ae 
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R. Iwatsuru, N. Hosoda u. Y. Nakai: 


Tabelle X11. 


(Glykolyse; !/,;) Vol.-°,, Bromid- Ringer; Kaninchen.) 





Nr. Datum 


1930 


3. 2k, 


1. IX. 


I 
I 
I}; 1. IX. 
I} 1. 1X. 


1932 


IT | 17. U1. 
IT || 17. III. 
II | 17. TIL. 
II || 17. 11. 


Ge- 
webe 


mg 
2,9 
2,3 


(3,0) 
(3,5) 


(2,2) 


Druckainderung 
(mm) 

= K CO,- N; 

; CO» Entwicklung YC. 

zweite 2 

30 Min. 


erste 


30 Min. . 
emm pro Std. 


23,0 22.0 0,87 39,2 13,50 
15,5 14,5 0,98 29,4 12,8 
(19,5) | (18,5) | (1,13) (42,94) (14,3) 
(27,0) | (25,5) (0,96) (50,19) (14,4) 
13,0 11,5 0,980 24,03 13,3 
15,5 14,5 0,955 28,65 13.6 
(15,5) | (16,0) | (1,046) (82,94) (16,5) 
(18,5) (17,5) | (0,976) (35,13) (15,9) 


Beschle 
gung bz 
- Hemmuny 
Trog (Verglei 
werte 
II | 
III | , 
IV | 91 
Vv 
4 
5 | 83 
2 | : 
3 


Aus den Tabellen I, IIT, V, VII, [LX und XI sieht man, daB die Atmuny 
bei jeder Konzentration des Bromnatriums beschleunigt wird, was fiir eine 
giinstige Wirkung des Natriumbromids auf die Nierenfunktion sprechen 


kénnte. 


Wie aus den Tabellen II, IV, VI, VIII, X und XII ersichtlich, 


wird die anaerobe Glykolyse durch Zusatz von Natriumbromid immer 
herabgesetzt, und zwar sinkt sie bei Total-Bromid-Ringer bis auf die Halft: 
i des Normalwertes; bei mittlerer und minimaler Konzentration ist sie nur 


schwach gehemmt. 








Tabelle XIII. 
(Atmung; totaler Jodid- Ringer; Meerschweinchen. ) 
: , Drackinderung (mm) Oe- 
. Jatum |Gewebe |———_———_ - ¢ Jerbrauc Tr 
Nr. ewe po aa Ko, Verbrauch WY ™ Trog 
1927/28 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 
/ 
1/10.X. | 22 | —11,5 | —11,5 | 0,832 | 19,136 | — 869/ F 
21 210. x. 2.0 — 12,0 — 11,5 0,862 20,257 — 10,13 D 
8 || 28. X. 3.0 — 16,0 — 12,0 0,804 22,512 — 7,50 E 
41 23. 1 4.8 — 30,0 — 25,0 0,804 44,220 — 921 ke 
oi Be. ¥. 6,2 — 32,5 — 81,5 0,832 53,248 — 859 I 
Durechsehnitt: — &,81 
Kontrolle: (— 10,68) 


Tabelle XIV. 


(Glykolyse; totaler Jodid- Ringer; Meerschweinchen.) 





. de 
Nr. Datum 


1927 
1 || 18. X. 
2 | 21. X. 
3 | 28. X. 
4 | 28. X. 








Gewebe 


mg 


bo 92 bo pO 
Dwr oS 


Druckinderung (mm) 


erste 
30 Min. 


45 
7.5 
7.0 
8.5 


zweite 
30 Min. 


6,0 
4 


DO i 
oro 


CO»- 
Keo, Entwicklung 
emm pro Std. 
0,866 9,093 
0,894 10,728 
0,894 10,281 
0,923 15,691 
Durchschnitt : 


Kontrolle: 


No , 
Vod, Trog 
3,49 E 
5,11 |: 
3,12 I 
5,60 Cc 
4.33 
(5,09) 


Einfh 
x I 
[i 2 
Ii 2 
I) 2 
I} 2 
WI 2 
II | 2 
I} 2 
II | 2 
Nr I 
I 4 
Ii 4 
I 4 
Ii 4 
i} $ 
II || $ 
| § 
li}; $ 
Tal 
Nr. 
1 
1 2 
9 
3 ft 
4) ' 
5 1 
6 |} 1 





schle 
ng bz 
AmmMuny 
rglei 
werte 


91 


tmuny 
ir eine 
rechen 
htlich, 
imme! 
Halft 


ie nul 


ee 


EinfluB verschiedener Halogensalze auf den Gewebsstoffwechsel. I. 


Tabelle XV. 


(Atmung; totaler 
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Jodid- Ringer; Kaninchen.) 





Druckinderung 
(mm) 


Beschleuni- 
gung bzw 





’ Ge- , 2° “ He ig 
N we ebe ee, Ko, Cesena Vo. Trog (Vergleichs 
erste zweite werte) 
1930 mg $0 Min. 90 Min. emm pro Std. 
I} 23. V. 8,0 46,0 44.5 1,07 96,80 12,1 | IV 
I} 23. Vv. || 5,9 —40,0 —40,0 0,89 71,20 12.1 V | 98 
I 23. V. (7,0) (— 53,5) (— 52,5) (0,81) (85,90) (— 12,3) II | wis 
I 23. V. (5,5) | (— 38,0) (— 37,0) | (0,92) (69,00) (— 12,5) Ill 
II || 28. V. 7,0 50,5 —50,0 0,81 81,40 11,6 II 
ll} 23. V. || 5,1 ~ 30,5 —30,5 0,92 56,10 ~11,0 I 88 
ll 23.V. (6,1). (— 42,5) (— 42,0) (0,89) (75,20) (—12,3) V | 
Il 23. Vv. (7,4) (— 47,0) (— 47,0) (1,07) | (100,58) (— 13,5) IV 
Tabelle XVI. (Glykolyse; totaler Jodid-Ringer; Kaninchen.) 
Druckainderung Beschleuni- 
G (mm) co gang bzw 
Je- » e- - emmung 
Nr. Datum — webe ". Keo, Entwicklung Gr, Trog (Vergleichs- 
erste zweite - werte) 
meg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 
1930 
I 4.1X. | 3,4 13,0 13,0 1,13 29,38 86 IN 
I 4 1X. 33 160 14.0 0.96 2880 with « 
[ 4. 1X. (2,0) (13,5) (14,5) (0.87) (24,33) (12.2) , 
I 4. 1X. (2,1)) (13,5) | (18,5) | (0,98) (26,46) (12,6) Il 
1932 
| 9. 1. || 2,0 12,5 11,5 0.980 23,52 11,7 4 
I 91. 28 165 15,0 | 0955 30,08 107 5 | ¢ 
Wo 9. UT. =6(1,9)) (15,0) (14,5) (1,046) = (30,85) (16,2) 2 | 
Il 9. IL. (1,4); (12,0) (11,5) | (0,976) (22,93) (164) 3 


Tabelle XVII. (Atmung; 5 Vol.-°, 


Jodid- Ringer; Meerschweinchen.) 





Druckinderung (mm) 


x Datum Gewebe 
= erste zweite 
1927/28 mg 30 Min. 30 Min. 
1 {29. XI. 2,9 19.5 19,5 
(3,1) (—16.0) (—19.5) 
2 3. XII. 1,9 — 25,0 25.0 
(3,3) | (— 25,0) | (— 25,0) 
3} &. XO. 1,7 12.0 6,0 
2.5 (— 16.5) | (— 16.5) 
4) 7. XI. 3.5 - 24.0 23.5 
3 (— 22.0) (— 21,0) 
oii. £ 46.0 87.5 
6/11. IL. 37,0 32.5 
7m Se 37.0 36.0 





().- 
Ko, Verbrauch Vo Trog 
emm pro Std 44 

0.832 32.448 11,19 I 
(0.861) (30,566) ( 9 86) ( 
0.862 43.100 2? 68 D 
(0.861) (43.050) (— 13,05) ( 
0.862 15,516 9.13 D 
(0.832) (27,456) (— 10,98) k 
0.832 39.520 11,29 F 
(0,862) (37,066) (— 8,62) D 
0.862 71,977 21.17 D 
0.261 59,840 20,63 Cc’ 
0.862 62,926 11.44 D 

Durchschnitt: 15,36 

Kontrolle: (— 10,68) 
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(Glykolyse; 5 Vol.-°,, 


R. Iwatsuru, N. Hosoc 


Tabelle XV 
Jodid- Ri 


Y. Nakai: 


la u. 


Ill, 


nger; Meerschweinchen.) 














Druckinderung (mm) O@es : 
Nr. Datum Gewebe —— ee Koo, Entwicklung Qei,, 
1927/28 mg 30 Min 30 Min. emm pro Std. 
1 || 29. XI. || 2,4 7,5 7.5 0,866 12,990 5,42 
2)| 3. X01.) 3,0 9,0 7,5 0,866 14,259 4.76 - 
3 | 11. i. 4,7 14,5 14.5 0,834 24,186 5,15 
ait. Ff 7,3 14.5 16,0 O,S91 27.176 3,72 ) 4 
Durchschnitt: 4.76 
Kontrolle: (5,09) 
Tabelle XIX. 
(Atmung; 5 Vol.-°,, Jodid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckinderung Beschli 
G (mm) 0 gang bz 
Nr. Datum webe -_ Ko, Verbrauch, Vo, Trog (Verglei . 
erste zweite werte ee 
1930 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 
/ I || 25. V. | 54 35,5 | — 34.5 1,07 74,90 13,9 IV 
[ 25.V. |) 51 —87,5 —37,0 | 0,89 66,30 13,0 V | 126 ; 
[ 25.V. (6.5) (— 44,0) (— 42,5), (0.81) = (70,10) (— 10,7) II | 9 
I 25.V. (5,3) (— 31,5) (— 80,5)| (0,92) (57,00) (— 10.6) . 
II || 26. V 4,7 | —38,5 -—36,0 | 0,81 60,30 -12,8 II 
II | 26.V. 53 | ~265 -—25,0 1,07 53,10 —104 IV | ; 4 
11 || 26. V. | (5,8) || (— 35,5) (— 85,0) (0,89) (62,70) (—10,8) V | 109 : 
Il | 26. V. (4,2) (— 24,0) (— 23.5) (0,92) (43,70) (—10,4) I ' 
Tabelle XX. 
(Glykolyse; 5 Vol.-°,, Jodid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckinderung Beschleu 
? (mm) an gang bzw 
: Ge- = - : a emmung 
Nr.|| Datum jiwebe >. ~~. SO” Keo, Entwicklung Qr3,, lrog (Vergleichs 
erste zweite . werte) 
mg 30 Min. $0 Min. emm pro Std. ¢ 
Nr 
1930 ; 
I} 4.1. | 28 24.5 23,5 0,87 41,71 14,9 I] 
I 4.1X. 21 155 165 0,98 31,36 15,0 Ill | 94 
Ij) 4. IX. | (2,7)) (20,0) | (19,0) | (1,13) (44,07) | (16,8) IV | | 
1) 4.1X. (2,1) (17,0) | (17,0) (0,96) (32,60) (15,5) —sV ; 
1932 
I 9.1. 19 190 | 190 0976 3708 195 38 : 
| 9.0L | 2,1 22,0 21,5 0,955 41,54 19,8 5 | 94 iT 
II | 9.1. (2,2) (21,0) | (22,5) (1,046) (45,50) (20,7) | 2 | ‘ Il 
Il 9.11. (2,3) (25,0) | (24,0) (0,980) = (48,02) (20,9) | 4 IT 
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Tabelle X XJ. 
(Atmung; 4/;) Vol.-°,, Jodid- Ringer; Meerschweinchen. ) 
Druckanderung (mm) Oo- 
Datum Gewebs ae ie Ko, Verbrauch Qo, Trog 
1928 mg 30 Min. 30 Min emm pro Std 
iL. &. 3.6 17.5 19.0 0.832 30,368 — 8,44 | 
2 i. Bf. 3,0 10,5 - 13,5 0,862 20,688 6.90 D 
41. 4,0 25,5 23,5 0.832 40,768 10,19 | 
(3,3) (—21,0) (— 21,0) (0,862) (36,204) (—10,97) D 
4/16. I 3,3 — 15,0 19.5 0,832 28,704 8,70 I: 
(2,3) (—13,5) (— 13,0). (0,862) (22,843) ¢ 9.93) D 
15. ILI. 3,1 — 19,5 19,0 0,832 32,032 — 10,38 KF 
(4.1) (— 28,0) (— 28,0) (0,862) (48.272) (—11.77) D 
Durchschnitt : 8,91 
Kontrolle: ( 10,89) 
Tabelle XXII. 
(Glykolyse; 1/,, Vol.-°,, Jodid- Ringer; Meerschweinchen. ) 
' , Druckinderung (mm) C0.- - 
Ve re ee ——— --— —---___ __- y - icl y 2 
N atum  Gewe — eens Ko, Entwicklung Vi Os Trog 
1928 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std 
i L & 4,5 18,0 18,0 0,866 31,176 6,93 | 
2 1. 2,6 9.0 10,0 0,923 17,537 6,75 ( 
5 7 3,8 13,0 13,0 0,866 22,516 5,93 KE 
(3,0) (11,5) (11,5) (0,923) (21,229) (7,08) ty 
4 | 16. II. 4,0 24,0 13.5 0,866 32,475 8,12 I 
(2,5) (7,0) (7,5) (0,923) (13,384) (5,35) ( 
5 || 15. II. 3,5 9,0 10,0 0,866 16,454 4,70 I 
(3.6) (6.0) (7,0) (0,923) (12,039) (3,34) hig 
Durchschnitt: 6,49 
Kontrolle: (5,26) 
Tabelle X XIII. 
(Atmung; */;) Vol.-°,, Jodid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckainderung Beschleuni 
(mm) gang bzw 
. Ge- , O>»- . emmung 
Nr Datum webe ais ail % Ky Verbrauch Vo, rrog ‘Genaieidie 
erste zw elte werte) 
1930 mg 30 Min, 30 Min. emm pro Std. 
I) 28. V. 52 —18,.0 18,0 1,07 38,50 7,4 IV 
I || 28. V. 4.0 16.5 16,5 0,89 29,40 — 7.3 \ | 78 
1) 28. V. (3,7) (21.0) (—20,5) (0.81) (33,60) |(— 91) II | " 
1 28. V. (3,0) (—16,0) (—16,0) (0,92) (29,40) (— 9,8)) Ill 
IT || 29. V. 3,8 27.5 —27,9 O81 44,10 —11,6 II 
IT | 29. V. 4.3 —25,5 —26,5 0,92 47,80 11,1 Ill | 8h 
II | 29. V. | (3,3) (—19,5) | (—20,5) (1,07) (42.80) (—13,0) IV | ati 
IT | 29. V. (3,4) (—25,5) (—26,5) (0.89) (46,30) |(—138,6)) \ 
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Tabelle XXIV. (Glykolyse; 1/;) Vol.-°, Jodid-Ringer; Kaninchen. ) 
Druckinderung ot 
yung bz+ 
Ge- | _. = K CO2- N. on Sienna 
Nr. Datum webe CO, Entwicklung] Qez, T'S (Verglei 
erste zweite ? werté 
mg 80 Min. &0 Min. emm pro Std. 0 
1930 
I} 2. IX. || 1,3 4,5 4,5 1,13 10,17 7,8 IV 
IT} 2. 1X.) 1,6 6,5 6,0 0,96 11,95 7,5 V | 110 
I) 2. 1X. /(20))| (7,5) (8,0) (0,87) (13,45) (6,7) IT | 
I} 2. IX. || (1,5)]} (6,5) (5,5) (0,98) (10,78) (7,2) | I 
1932 
WI 16.10. 2,4 22.5 20,5 0,980 42,14 17,5 4 
II 16. 111. 2,7 26.5 26,5 0,955 50,61 18,7 5 | 111 
IT 16. 11. (1,8) (14,0) (14,0) (1,046)) (29,28) (16,3) | 2 | 
IT 16. ITE (2,2) (18,5) (18,5) (0,976) (36,11) | (16,5) 3 


Aus den Tabellen XIII, XV, XXI und XXIII geht hervor, daB das 
Jodid bei starker und sehr schwacher Konzentration die Atmung ziemlic} 
deutlich herabsetzt, wahrend mittlere Konzentration desselben (Ta- 
bellen XVII bis XIX) den Sauerstoffverbrauch stark beschleunigt. Unsere 
Befunde stimmen mit den Befunden von F. Hildebrandt bei Ratten im 
groBen und ganzen gut iiberein und stellen die Einwirkung sehr geringer Gaben 
von Jodsalz auf den Stoffwechsel eindeutig klar dar. Es handelt sich also 
um wirkliche Zellwirkung. Aus den Tabellen XIV, XVI, XVIII, XX. 
XXII und XXIV sieht man, da8 die anaerobe Glykolyse durch sehr kleine 
Jodidmengen ziemlich geférdert wird, wahrend sie bei Total-Jodid- Ringer 
sowie bei mittlerer Konzentration deutlich herabgesetzt ist. 


TabelleXXV. (Atmung; totaler Fluorid- Ringer; Meerschweinchen.) 





Druck&inderung (mm) 





0. 
, Datum |/Gewebe 4 ae ee ; 
Nr. A | ) eee, sagen Ko, Verbrauch a7 » Trog 
1927 || mg 30 Min. | 30 Min. emm pro Std. 
® || 22. IX. 3,0 — 6.0 — 55 0,832 9.568 — 3,17 I 
2 || 22. IX. 3,3 — 45 — 5.5 0,804 8,040 — 243 Kk 
8124. X. 1,5 — 10,0 — 2.5 0,804 10,050 — 6,70 E 
423. X. 2.4 — 80 — 4,2 0.804 10,211 4,25 ke 
Durchschnitt : —4,14 —» — 461 


Kontrolle (Ca-frei): (— 9,60) —» (— 10,68) 


Tabelle XXVI. (Glykolyse; totaler Fluorid- Ringer; Meerschweinchen. ) 











Druckainderung (mm) CO.- 
. Datum Gewebe — -—— —_———— 4 : ick 4 Ny Trog 
Nr. erste zweite Koo, Entwicklung Qcd, Trog 
1927 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 

1 || 19.X. 1,0 0 — 1,5 0,894 0 0 | 
2 24.X. 1,7 — 1,0 — 2,5 0,894 3,129 1,84 F 
8 |} 29. X. 4,1 0 0 0,894 0 0 k 
4} 20.X. | 24 0 0 0,923 0 0 ( 


Durchschnitt: 0 
Kontrolle (Ca-frei): (4.82) 





nth 


> Ot 


I 
I 
I 
I 


I] 


I] 


—— wn 
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en.) (TabelleXXV.) Kontrolle. 
sch iat (Atmung; calciumfreier Ringer; Meerschweinchen. ) 
ng bz 
— Druckainderung (mm) O>- 
gziel ‘ 1e he ” are til - 
saa Datum Gewebe eee a K 0. Verbrauch ay ie Trog 
0 1927/28 mg 30 Min. 30 Min emm pro Std 
1 22. IX. (3,1) (—10,5) (—13,0) 0,914 (21,489) | 6,89) ; 
2 9, XIL | (38,2) (— 15,0) | (— 13,5) 0,862 (24,567) — ¢ 7,67) D 
110 } 11. XI.) (3,1) (— 20,5) (—20,5) 0,862 (35,842) (—11,40) D 
13. XII. | (3,0) (— 11,5) | (— 11,5) 0,862 (19.826) «(— 6.61) D 
», 6. IT | (2,8) (— 19,0) | (— 18,0) 0,862 (31,894) | (— 11,44) D 
6 30. IT.) (1,8) (—15,0) | (— 13,5) 0,862 (24,567) (—13,61) D 
ae Durchschnitt: (— 9,60) 
1B das (Tabelle XX VI.) Kontrolle. 
emilic} ‘ : ‘ 
(Ta- (Glykolyse; calciumfreier Ringer; Meerschweinchen. ) 
vnsere Druckinderung (mm) COs- 
en im Datum Gewebe ‘ ; ok - Ne 
ean Nr came cmanaa Keo, Entwicklung VW d, Trog 
sean 1927/28 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 
h also 
XX, 1119. X. |) (1,4) (4,0) (3,0) 0,930 (6,510) (4,65) D 
ace 9194. X. 1 (1,8) (2.5) (4,0) 0,930 (6,045) (3,36) D 
eeaad 3 29. X. (2,3) (7,0) (7,0) 0,930 | (13,020) (5,66) D 
13. XU. | (2,7) (5.5) (6,0) 0,891 (10,247) (3,79) D 
5 6. Uf. | (3,4) (10,5) (9,0) 0,923 (17,999) (5,29) ( 
<< 6 18. IL | (23) (7.0) (6.0) 0,923 | (11,999) (5,22) ( 
7 16. I. (4,7) (16.0) (13,5) 0,923 (27 229) (5,79) ( 
Trog Durehschnitt: (4,82) 
I oA Z 
K Tabelle XX VII. 
: (Atmung; totaler Fluorid- Ringer; WKaninchen.) 
Druckanderung 
: (mm) 
(re- , t).- 
Ny Datum - 2 K,, se ee WV) rrog 
erste zweite i * 
ren 1932 mg 30 Min 30 Min. cmm pro Std 
7 I} 29. I 6.1 14.5 13.5 0,924 25.87 4,2 4 
reg 
1 299.1 59 —145 —14,0 0,900 25,65 43 5 | , 
6) 
I 29. I. '(4.0) (— 25,5) (— 24,0) (0,986 (48,81) (—12.2) 2 | 
I 1 29. I. (4,5) (— 28.0) (— 27,5) (0.920) (51.06) (-11,3) 38 
I a a 
k I] 5. I. 3,2 6.5 5.5 0,924 11,08 $85 4 
( Tj} 56.11. | 3,0 7,5 6,5 0,900 12,60 42; 5 1 
I 65.0. (3.0) (— 20,0) (— 18,0) (0,986) (37,46) 12.5) 2 | ‘ 
iT 5.11. (2,3) (—15.0 (— 15,5) (0.929) = (28,06 (—12,2) 3 
Biochemische Zeitschrift Band 254 2] 
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Tabelle XX VIII. 


R. Iwatsuru, N. Hosoda u. 


Y. Nakai: 


(Glykolyse; totaler Fluorid- Ringer; Kaninchen.) 





Nr. Datum 


1930 
I} 19. IX. 
I) 19. 1X. 
I | 19. IX. 
I} 19. IX. 

1932 
II ‘by Bele 
II 7. Il. 
II 7. En. 
Il 7. IIL. 


Tabelle XX 


oan ; Koo, Entw aliens gr, 
erste zweite 2 
mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 
3,0 0 —05 1,138 0 0 
2,5 —0,5 0,5 | 0,96 0 0 
(2,0) (21,0) (20,0) (0,87) (35,7) (17,8) 
(2,8) (25,5) (23,5) (0,98) (48,0) (17,10) 
20 - 0,50 0.5 0,980 0 0 
2, 0 0 0,955 0 0 
(1,5) (10,5) (10,0) (1,046) (21,44) (14,3) 
(1,7) (18,0) (13,5) (0,976) (25,86) (15,2) 


Druckinderung 
(mm) 


(Atmung; 5 Vol.-°, 


Bescbleuni- 


gung bz 

os Hemmu 
Trog |(Vergi: 
we 


IV 
v | 
II 
II | 
4 
5 | 
; 


Fluorid- Ringer; Meerschweinchen 





Nr. Datum 
1927/28 
1 9. XII. 
21 11. XL 


8 | 13. XII. 
4 23. XII. 


5 || 10. l. 
6/10. 


Tabelle XX 


Gewebe 


mg 


1,8 
(3,2) 
2.0 
i7 
(3,0) 
2.0 
2.6 
1,5 


X. (Glykolyse; 


Druckinderung (mm) 


erste 
30 Min. 


— 14,5 — 15,0 
(— 15,0) (— 13,5) 
10,5 — 11,5 
13,5 12,0 
(— 11,5) | (— 11,5) 
10,5 8.5 
— 25,0 — 22.0 
20.5 — 15,0 


zweite 
30 Min. 


K, - 


0,832 
(0.862) 
0,832 
0,832 
(0,862) 
0.862 
0,862 
0,861 


Durchschnitt : 


Kontrolle: 


5 Vol.-° 


v0 


Fluorid 


O.- 
Verbrauch 


emm pro Std. 


24,544 
(24,567) 
18,304 
21,216 
(19,826) 
16,378 
40.514 
30,566 


— 13,24 —>» 


(— 9.60) —»> (- 


- Ringer; 


Vo, 


— 13,64 
( 7,68) 
915 
12,48 

(— 6,61) 
8,20 
15.58 
20,38 

— 14,73 
10,68) 


Meerschweinchen 





: ; 
Nr. Datum 


1927 28 


2 || 18. XII. 
8 || 28. XII. 
4 || 23. XIL. 


i |) 3 EL 


is 


o 


Gewebe 


mg 


1 


as! 


t 


0 


~ 


3, 
4, 
3, 
2, 


9,9 
7 


_, 


), 


Druckinderung (mm) 


erste 
30 Min. 


on © 


+ — eS me 7 


zweite 
30 Min. 


4.0 
7,0 
4.5 
1,5 
3,0 


4,0 


Keo, 


0.866 
0,834 
0,834 
0,891 
0,891 
0,891 


CO,- 
Entwicklung 


emm pro Std. 


6,928 
12,093 
7,506 
2.673 
6,237 
7.574 


Durchschnitt: 1,72 


Kontrolle : 


No 
Yi 02 


2,24 
2.57 
2.14 
1,07 
1,14 
1,13 


—> 1,82 


(4,82) —> (5,09) 





I] 
I] 
Il 
i 








DD 
I) 
}) 
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Tabelle XX XI. 


(Atmung; 5 Vol.-°,, Fluorid- Ringer; Kaninchen.) 





Druckinderung 





Beschleuni- 








F (mm) gang bzw. 
. Ge- , O>o- = 2 , 
N Dotan | webe | : Tio Ko, Verbrauch Vo, lrog (Vergleichs- 
erste zweite werte) 
1930 mg 90 Min. 80 Min. cmm pro Std. 
[ 38. VI | 82 —17,0 —17,0) 1,07 36,40 |—114 IV 
| 3. VI. 3,1  —20,5 | —21,5 || 0,89 37,40 — 12,1 V | 110 
I 3. VI. | (4,0) (— 26,5) (— 25,5) (0,81) (42,10) ((—10,5) II | 
| 3. VI. (8,5) (— 20,0) (— 21,0) (0,92) (37,70) ((— 10,8) IT 
Hf 4 Vi. 41 —260 —265> 0,81 42,50 —104 Il 
Tt 4VL 4,2 —225 —21,0) 1,07 46,50 — 11,1 | IV | 109 
Il 4. VI. (3,9) (— 22,0) (— 21,0) (0,89) (38,27) \(— 9,8) V | . 
Il 4. VI (4,0) (— 22,5) (— 21,0) (0,92), (40,00) (— 10,0) IIL 
Tabelle XX XII. 
(Glykolyse; 5 Vol.-°,, Fluorid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckinderung Beschleuni 
(mm) Fane bzw 
Ge- , CC Oo- 4 al emmung 
Nr ous webe ; Koo, Entwicklung ghz), rrog (Vergleichs 
erste zweite % 2 werte) 
1932 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std. 
[ | 29. I. 15 7.5 7,5 0,980 14,70 9.2 4 
I | 29. IT. || 1,4 6.5 7,0 0,955 12,89 9,2 5 | 5b 
I | 29. Il. | (1,4)}) (11,5) (12,0) (1,046) (24,58) (17,5) 2 | 
I 29. IE. (1,9)) (16,0) | (15,0) (0,976) (80,25) (15,9) | 3 
Il 5. IIL. | 2,3 13,0 12,0 0,980 24,50 10,6 4 
II §. Ill. | 3,2 18.0 16,0 0,955 32,47 10,1 5 | 53 
II 5. Ill. (2,5)), (23,5) | (22.5) (1,046) (48,11) (19,2) 2 | ms 
1] 5. III. (2,4)|) (25,5) (23,5) (0.976) (47,82) (19,9) 3 
Tabelle XX XIII. 
(Atmung; '/;) Vol.-°,, Fluorid- Ringer; Meerschweinchen. ) 
; Druckinderung (mm) i. 
Ny Datum Gewebe ae aeuae Ko, Verbrauch Vo, lrog 
1928 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std 
1/30. I 2,0 — 22.0 — 18,0 0,832 33,280 16,64 Ik 
(1.8) (—15,0) (— 12.5) (0.862) (23,705) (— 13,17) D 
230. I. 2.9 — 15.0 15,0 0,862 25,860 8,92 D 
$i €& 2,7 — 18,0 — 16,5 0,882 28,704 10,63 F 
4; 18. I 2.3 — 17,5 — 16,5 0,832 28,288 12,30 I 
> 16. Il 3.6 — 20,5 — 16,5 0.832 30,784 8.55 I 
(4.5) (—16.5) (— 17.5) (0,862) (29,308) ( 6.51) l) 


Durechschnitt: 


Kontrolle: 


( 


11,41 —> 12,69 
9.60) —» (— 10,68) 


D1* 
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n 
Tabelle XXXIV. 
(Glykolyse; '/,, Vol.-°,, Fluorid- Ringer; Meerschweinchen.) —= 
Druckanderung (mm) C0.- 
é } »be ' > A , N. . 
Nr. Datum Gewebe — re Keo, Entwicklung Vb, Tr 
1928 mg 30 Min. 30 Min emm pro Std 
1 30. I. 2,7 11,5 12,0 0,866 20,251 7,50 | ; 
2/80. I.) 29 10,5 13,0 0,923 21,691 7,48 ( tT 
3 6. IL. 1,9 11,5 6,0 0,866 15,155 7,98 it 
3,4) (10,5) (9,0) (0,923) (17,999) (5,29) ( | 
( v U J o I 
4; 18. I. 1,3 7,0 4.5 0,866 9,959 7.66 HW 
(2,3) (7,0) (6,0) (0,923) (11,999) (5,22) ( 
5 16. TIL. 4,6 19,0 17,5 0,866 31,609 6,87 I\ 
(4,7) (16,0) (13,5) — (0,923) (27,229) (5,79) ( iV 
Durehschnitt: 7,50 —» 7,92 lV 
Kontrolle: 4,82 —» (5,09) \ 
\ 
Tabelle XXXV. V 
; : eile V 
(Atmung; ?/,, Vol.-°,, Fluorid- Ringer; Kaninchen.) 
VI 
Druckanderung Beschleu: VI 
; (mm) i gang bz VI 
Ge- , - vm nmemmur 
Nt pata v ebe Ky, Verbrauch Yo, Trog (Vergle VI 
erste ZW eite werte 
1930 me 30 Min 30 Min. emm pro Std. VII 
al a ad ; : Vi 
rt & We 41 —23,0,/—21,5 1,07 47.61 —11.6 IV | ¥II 
I} &.V. 3,8 | — 24,0 23,5 | 0,89 42.20 — 11,1 \ 116 
I 5.V. | (3,7) (—23,0)(— 22,0) (0,81) (3640) (— 98) I | Vil 
I 5. V. | (3,6) -(— 19,0) (— 18,5) (0,92) (34.45) (— 9,6) II 
i 4: ¥. 41  — 23,0 — 23,0. 1,07 49,20 — 12.0 IV | 
Il as 5,2  — 34,0 — 33,0 0,89 59,60 —115 V 112 
I 7. Vv (5,0) (—32,0)(— 31,0) (0,81) (51,00) (—10,2) | ’ 
II 7. V. | (3.7) (— 22,0) (— 22,0) (0.92) (40,50) (—109) II — 
Tabelle XXXVI. Nt 
(Glykolyse; !,, Vol.-°,, Fluorid- Ringer; Kaninchen.) 
Druckinderung Beschik [ 
- (mm) CO.- pone ; 
Ne. || Dotan webe Keo, Entwicklung Qr2, Trog (Vergleich 
erste zweite 3 - werté I 
1932 mg 50 Min 30 Min. emm pre Std. I 
1, 91 | 45 45,5 435 (0,980) 87,22 194 4 | IT 
I}! 9.1L. 3.8 40.0 38,0 0,955 74,49 19.6 5 96 II 
I 9.Il (4.4) (44,0) (42,9) (1,046) = (89,95) (20,4) 2 | P II 
I 9.1L (3.9) (41.0) (39,5) (0,976) (78,56) (20,1) | 3 nT 
| 90. | 33 | 28,0 26,0 0,980 52,92 16,0 4 | iI 
I} -9. 11. 3,3 27,0 27,5 | 0,955 52,04 15,7 5 ar . 
1 9.1. (4,0) (32,0) (31,5) (1,046) (66,42) (166) | 2 | iI 
I 9<. TE. |= (3,2) (27,0) = (25,0) (0,976) = (50,75) (15,9) 3 Il 











hleur 


4H 


Qs 
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Tabelle XXXVI (¥Fortsetzung). 


1y 





Druckanderung 


Beschleu 
gung bz 


“ 





(mm) 
Datam ha. A kK, Oo Ente a Qs. Trog (Teedletahe 
erste zweite - werte) 
1932 mg 30 Min. 30 Min. emm pro Std 
mi 3. v¥. 3.5 34.5 34.5 0,980 67.6 19,3 4 
1} 8. V. 3,5 36,0 35.5 0,955 68.3 19.5 5 | 93 
Wl 3.V. (3.4) (82,0) (33,0) | (1,046) (67,99) (20.0) 2 
il 3.V. (3.0) (34.0) (33,5) (0,976) (65,88) (21.9) 8 | 
IV}; 4. V. 4,0 31,0 31,0 1,046 64,85 16,2 2 
vi 4vV. | 42 35,5 35,0 0,976 68,81 16,4 3 
IV. 4.V. (51) (42,0) (40,9) (9,980) = (80,36) (15,8) 4 
Vi 4.V. 1 2,5 20,0 19,5 0,980 38,71 15,5 4 
a & %. 2.5 18.5 17.0 0.955 33,90 13.6 5 | 97 
V. 4.V. (8,0) (20,5) (20,0) (1,046) (42,36) (14,1) 2 
V' 4.V.  (2,7)) (21,0) (21.5) (0.976) (41,48) (15,4) 3 | 
Vii 6.¥. || Sa 30,5 29,5 0,980 58.80 17,3 4 
VI 6. V. 3.5 31,0 30,0 0,955 58,26 16.6 5 | 97 
VI 6.V. | (3,9) (32,0) (32,0) (1,046) (66,94) (17.2) 2 | ' 
VI 6.V. (2,5) (24,5) (21,0) (0,976) (44,41) (17.8) 3 
VII! 6. V. 1,2 12,0 13,0 0,980 24.50 20,4 4 
VII 6.V. | 2,1 21,0 | 22,0 0,955 41,06 196 5 | 99 
VII 6.V. |(2,4)! (24,0) | (23,5) (1,046), (49,69) (20,7) 2 > 
VIL 6.V. (2,0)) (21,0) (19,5) (0,976) (39,53) (19,8) 3 | 
( Tabelle XXXVI.) Kontrolle. 
(Glykolyse; 1/,) Vol.-°,, Fluorid- Ringer; Kaninchen. 
Druckinderung Beschleuni 
, (mm) gung bzw 
Nr Detum wane Keo, Entwicklung Qr3, frog Vergleich 
erste zweite ‘ werte 
1932 mg 30 Min. 30 Min. ‘mm pro Std 
| 8. Til. 1,5 12.0 11.5 0,980 23,03 15,50 4 
I 3.11. 1,6 12,5 13,0 0,955 24,35 15,20 5 | : 
I 3.TL (23) (15.5) (15,5) (1.046) (32,43) (14,10) 2 4 1% 
I 3.11. (22) (17,0) (17.0) (0,976) (33,18) (15,08) 3 | 
TH 112. IV.) 82 26,5 26,0 1,046 54,92 17,20 2 
I 12. IV. 3.0 26.0 26.0 0.976 50.75 16.99 3 103 
II 12. IV. (2,6) (23,0) (22.0) (0.955) (42,98) (16,59) 3 
MI | 12. IV.|| 20 19.5 18,0 0,980 36,75 i840 4 | 
I 12.1V. 24 235 | 235 0955 4489 18.70 5 | og 
1T =12.1V. (2.5) (22.0) | (21,0) (1,046) (44,98) (18,00) 2 
IE $12. 1V. (2.7) (25.0) (24.5) (0.976) = (48,31) 17.90) 3 | 


a an 
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Man erkennt zunachst, daB die Gewebsatmung in calciumfreien Ring 3 
Lésungen nur wenig schwacher als im Normal-Ringer ist, und daB 
Glykolyse fast unbeeinfluBt (ganz schwach abgeschwicht) bleibt. 


Aus den Tabellen XXV, XXVIII, XXIX, XXXI, XXXIITI und XXX\ 
ersieht man, daB die Atmung bei vélligem Austausch des NaCl bis 
Halfte des Normalwertes absinkt, wahrend sie bei mittlerer und mi) 
maler Fluoridkonzentration ziemlich erheblich beschleunigt wird. Aus Na 
den Tabellen XXVI, XXVIII, XXX, XXXII, XXXIV und XXXVI sieht 
man, daB die Glykolyse bei vélligem Austausch des NaCl gegen NaF ganzlic! 
und bei mittlerer Fluoridkonzentration fast zur Halfte gehemmt ist, wahrend Na 
sie bei minimaler Fluoridkonzentration nur schwach gesteigert ist. 


Es erhebt sich hier die Frage, ob das Fluorion eine eigene Wirkuny ; 
auf das Gewebe hat, oder ob das Fluorion den Calciumvorrat des Gewelves Na 
entfernt und so sekundar eine Erhéhung oder Verminderung des Quotienten 
bewirkt. Nach der Untersuchung von Dickens und Simer', die wahrend Ne 
der Ausfiithrung unserer Arbeit publiziert wurde, ist die hemmende Wirkung 
des Fluorions auf die Gykolyse ganz reversibel, da man imstande ist, die 
Glykolyse nach Beseitigung desselben durch Dialyse wieder in voller Akt 
vitat herzustellen. Wenn es sich angenommenerweise um Ca-Entfernuny 
handelte, so hatte man, wie bei der Oxalatwirkung in der Arbeit von Dickens 
und Simer, bei mittlerer Fluoridkonzentration eine deutliche Atmungs 
hemmung erwarten sollen. Aus obigen Griinden nehmen wir deshalb an. 
da®B die von uns erhaltenen Resultate auf eine spezifische Wirkung des 
Fluorions zuriickzufiihren sind. quot 

mini 

dem 

IV. Besprechung. | 

Zur Vereinfachung und zum besseren Vergleich unserer Versuche die A 
haben wir zuerst die Standardwerte fiir die Ringer-Lésung gemessen, 
wobei wir zahlreiche iibereinstimmende Kontrollwerte erhielten. Es 
ergaben sich folgende Quotientenwerte: Q,, (Meerschweinchenniere) 


= — 10,40; Od, (Meerschweinchenniere) = + 5,01; Q,. (Rinde der 
Kaninchenniere) = -— 10,50; Qa (Papille der Kaninchenniere wah 
= + 15,90. Bei den Versuchen mit Meerschweinchenniere (Versuche hem 
von Hosoda) haben wir die Mittelwerte fiir jede Versuchslésung in 

Tabellen wiedergegeben, wahrend wir bei den Versuchen mit Kaninchen- die 
niere (Versuche von Nakai) die einzelnen Ergebnisse auf den Standard- sche: 


wert umrechneten und dann die durchschnittlichen Quotienten er- 
hielten. Die Quotienten in der Ca-freien Ringer Lésung pflegten etwas 
schwacher zu sein als die in der gewéhnlichen Warburgschen Ringer 

Lésung. Zur Vereinfachung der Resultate haben wir hier mit dem Faktor 
multipliziert und vorausgesetzt, daB das Kontrollgewebe in der g 

wohnlichen Ringer-Lésung schwimmt und die Standardwerte besitzt 

Wir erhielten folgende Daten: 


1 Dickens u. Simer, Biochem. J. 23, 936, 1929. 
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Meerschweinchenniere Kaninchenniere 
; Rinde Papille 
i) No - 
tO. G7? No 
“ vi V2 Vo, Yi 0» 
| total — 11,83 2.65 —11,18 12,16 
NaBr mittlere Konzentration — 12,62 4,14 — 12.65 | 13,20 
| minimale : — 12,29 3,96 12,29 13,83 
| total — 881 4,33 9,77 | 11,05 
NaJ 4 mittlere Konzentration 15,36 4,76 — 12,34 | 14,95 
minimale : — §,91 6,49 8.56 17,57 
| total 4.61 0 3,52 0 
NaF mittlere Konzentration - 14,73 1,82 11.50 8,59 
| minimale < —1269 7,92  —11.97 15,58 (16,54) 
NaCl Kontrolle — 10,68 5,09 — 10.50 15,90 


Vv. Zusammenfassung. 
Wir fassen unsere Versuchsergebnisse wie folgt zusammen: 
A. Atmung. 

1. Bromion beschleunigt in jeder Konzentration die Atmung. 

2. Jodion erhéht bei mittlerem Austausch des NaCl den Atmungs- 
quotienten ziemlich erheblich, wahrend es denselben bei vélligem oder 
minimalem Austausch herabsetzt. Die letztere Tatsache stimmt mit 
dem Ergebnis von Hildebrandt an der Ratte ganz iiberein. 

3. Fluorion beschleunigt bei geringer und minimaler Konzentration 
die Atmung, wahrend es sie in starker Konzentration deutlich herabsetzt. 


B. Anaerobe Glykolyse. 

4. Bromion hemmt die Glykolyse. 

5. Jodion beschleunigt in minimaler Konzentration die Glykolyse, 
waihrend sie bei starker und mittlerer Konzentration desselben ge- 
hemmt wird. 

6. Fluorion hemmt bei vélligem und mittlerem Austausch des NaCl 
die Glykolyse fast vollstandig. Minimale Konzentration desselben 
scheint dagegen die Glykolyse zu steigern. 





Dilatometrische Untersuchungen bei Fermentprozessen. 


Ill. Mitteilung: 
Spaltung von x- und f-Methylglucosid. 


Von 


Peter Rona und Nelly Neuenschwander-Lemmer. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 8, Auqust 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In Fortfiihrung unserer dilatometrischen Studien! untersuchten 
wir die Volumenanderungen bei der fermentativen Spaltung von «- und 
B-Methylglucosid. Wir gingen dabei von der Fragestellung aus, zu 
prifen, wie sich die Volumenwerte bei der Spaltung der einfachsten 
Glucoside im Vergleich zu den Volumenwerten der Disaccharide ver- 
hielten und inwieweit sich die Volumenwerte der beiden einfachsten 
x--f isomeren Glucoside unterschieden. 


Methodik. 


Wir benutzten dieselben Dilatometer und dieselbe Versuchsanordnung, 
wie in der Arbeit I und IT ausfiihrlich angegeben. 


1. Spaltung von «-Methylglucosid. 


Das «-Methylglucosid stellten wir nach Patterson-Robertson® dai 
durch Kochen von Glucose in 3”,, HCl-haltigem absoluten Methy! 
alkohol. Durch mehrmaliges Umkristallisieren aus absol. Methylalkoho! 
erhielten wir ein Produkt mit dem Schmelzpunkt 166° und einem [«]3) = 156' 
(statt 158,9°); unser Produkt war demnach minimal mit §-Methylglucosid 
verunreinigt, was fiir unsere Versuche aber nicht stérend war, da das be 
treffende Ferment ja nur die x-Verbindung spaltet. Wir fiihrten die fermen 
tative Spaltung mit Maltase durch, hergestellt aus abgepreBter Bierhet: 
(Hochschulbrauerei Berlin) mit Diammoniumphosphat. 


1 Diese Zeitschr. 235, 214, 1931; 247, 257. 1932. 
2 Th. St. Patterson u. J. Robertson, J. Chem. Soc. London 1929, 8. 300 
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Wir geben als Beispiel einen Versuch wieder. Die Versuchslésung 
enthielt 8°, Methylglucosid und hatte ein pq von 6,8 (Phosphatpuffer) 
Wir fillten drei Dilatometer mit der Versuchslésung und drei Dilato- 
meter mit Wasser zur Temperaturkontrolle. Die Versuchstemperatur 
betrug 27,6°. Die Spaltung wurde gleichzeitig polarimetrisch verfolgt. 
Zu diesem Zwecke hing in demselben Wasserbad ein Kolben mit der- 
selben Versuchslésung, aus der gleichzeitig mit der Notierung der 
Volumeninderung eine bestimmte Menge herauspipettiert wurde und 
zu der zur sofortigen Unterbrechung der Spaltung die gleiche Menge 
2n Sodalésung zugefiigt wurde. Diese Lésung wurde zentrifugiert 
und dann im 1-dm-Rohr bei Na-Spektrallicht polarisiert 


Tabelle I. 
(Vgl. Abb. 1.) 





Volumen- Abnahme a-Methyl- 
Zeit abnahme der Drehung gilucosid-Spaltung Bemerkung 
emm in Graden g 
10’ 0.71 0.30 0.27 Durch graphische Inter- 
polation erhalt man 
43 250 0.90 0.82 fiir die Spaltung von 
lg a-Methylglucosid 
1h 20 4.02 1.38 1.25 3,5emm, dh. fiir 1 Milli 
mol 0,68emm Volumen 
2 07 5,61 1,84 1,67 abnahme 
3 35 7,89 2.56 2.32 
5 06 9,60 2,94 2.67 


> NSCS 


/—Abnahme ip cmm 


Va. 


Sw 


O G2G¥ G6 G8 10 12 14 B 18 20 222426 28 40 
g a-Methylglykosid 


Abb. 1. 


Berechnung der Menage des gespaltenen x-Methylglucosids aus den 


Polarisationswerten. Das [ayo des «-Methylglucosids  betragt 
+- 308,49, das [eyo der Gleichgewichtsglucose betrigt + 94,55° 


Die Gesamtdrehungsinderung bei der Aufspaltung von | Mol x-Methyl- 
glucosid betrigt somit 213,85°, d.h. einem Grad Drehungsanderung 
entspricht eine Spaltung von 0,908 g x Methylglucosid, gemessen im 
l-dm-Rohr, bezogen auf 100 ccm. Aus diesen Daten errechnet sich bei 
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der Spaltung von 1 g Methylglucosid eine Volumenabnahme von | 
Mittel) 3,42cmm, d.h. pro 1 Millimol betrigt die Volumenabnahn 
im Mittel 0,67 cmm. 


2. Spaltung von f-Methylglucosid. 

B-Methylglucosid stellten wir uns tiber Acetobromglucose dar. 1} 
der Herstellung von Acetobromglucose arbeiteten wir mit einigen Anderuny: 
nach den Vorschriften von E. Fischer'; wir kristallisierten sie aus Ather u 
nach Schlubach®. Bei der Darstellung des Tetraacetyl-f-Methylglucosi<s 
arbeiteten wir nach Kénig und Knorr*; verseift wurde nach Zemplén uni 
Pascu*. Das Praiparat hatte einen Schmelzpunkt von 105 bis 106°, ein 
[a]7) von 32,5° (statt 34,2°); es war also fiir unsere Versuche geniigen« 
rein. Wir spalteten mit Emulsin (Praparat von Fraenkel und Landau). 

Wir geben ein Beispiel eines Versuchs wieder. Die Versuchslisung 
enthielt 4°, B-Methylglucosid und 3%, Emulsin; das pq betrug 4.2 
(Acetatpuffer). Das Emulsin wurde erst in Wasser gelést, zentrifugiert, 
mit HCl unter elektrometrischer Kontrolle auf ein pq von 4,2 gebracht, 
zentrifugiert und dann der Versuchslésung beigemischt. Wir fillten zwei 
Dilatometer mit dieser Versuchslésung und drei Dilatometer mit einer 
entsprechenden Lésung Acetatpuffer—-Emulsin (ohne Glucosid). Die 
letzteren drei Dilatometer konnten zur Temperaturkontrolle benutzt 
werden. Gleichzeitig mit der Notierung des Volumens wurden aus dem 
Vorratskolben der Versuchslésung und dem der Kontrollésung 20 ccm 
herauspipettiert, zum EnteiweiBen mit 5ccm_ kolloidalem Eisen 
hydroxyd versetzt, auf 50 cem aufgefiillt und zentrifugiert. In einem 
Teil dieses Zentrifugats wurde jodometrisch die Abnahme des Methyl- 
glucosids bzw. die Zunahme der Glucose bestimmt. 1 ccm n/10 Jod 
losung entspricht der Spaltung von 9,705 mg Methylglucosid. Ein 
anderer Teil des Zentrifugats wurde im 1l-dm-Rohr polarisiert. (In 
anderen Versuchen wurde nicht mehr enteiweiBt, sondern die Spaltung 
mit Sodalésung unterbrochen, zentrifugiert und _polarisiert. Die 
Differenzwerte stimmen sehr gut iiberein.) 

Berechnung der Menge des gespaltenen B-Methylglucosids aus den 
Polarisationswerten. Das [B})}°' des B-Methylglucosids betragt — 66,4"; 
das [A})*' der Gleichgewichtsglucose + 94,55; die Gesamtdrehungs. 
inderung bei der Spaltung eines Mols #-Methylglucosid — betrigt 
somit 160,9°, d.h. einem Grad Drehungsinderung entspricht eine 
Spaltung von 1,26 g f-Methylglucosid, gemessen im 1-dm-Rohr, be 
zogen auf 100 ccm. 


1 Ber. Chem. Ges. 49, 584, 1916, 
2 Ebenda 59, 844, 1926. 

3 Ebenda 34, 971, 1901. 

4 Ebenda, 62, 1613, 1928. 
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Tabelle IJ. 
(Vgl. Abb. 2.) Temperatur 37,1°. 





Volumen- a-Methylglucosid- 
Zeit abnahme spaltung Bemerkung 
emm ~ 
1» 02’ 8.82 0.38 Durch graphische Interpolation e1 
¢ ‘ ¥ O¢ ) hilt man fiir die Spaltung von 
2 03 6,82 O71 1g 3-Methylglucosid 8,8 emm, 
3 24 9,91 1,06 d. h. fiir 1 Millimol 1,69 emm 
4 41 12,88 1.31 Volumenabnahme 
WY ; WA 
73} } en 
2} 
~ 
Rv 
89 
Rs 
3” 
6 
Bs 
¥ 
3| 
2 
7\ 





O 1 0203 QY Q5 06 07 08 09 0 17 *12 13 14 15 16 77 
9 8-Methylglyhosid 


Abb. 2. 


Aus diesen Daten ergibt sich bei der Spaltung von | g f-Methyl- 
glucosid eine Volumenabnahme von (im Mittel) 8,7 emm, d.h. pro 
1 Millimol betragt die Volumenabnahme im Mittel 1,69 cmm. 


Besprechung der Befunde. 

Es ist von Interesse, unsere Ergebnisse mit den Befunden von 
Riiber, die in einer Anzahl von Arbeiten niedergelegt sind, zu vergleichen !. 
Riwber bestimmte fiir eine Reihe von Zuckern und anderen Substanzen das 
.molekulare Lésungsvolumen*, d.h. ,,dasjenige Volumen, das | g- 
Molekiil Substanz in geléstem Zustande einnimmt, wenn man die 
Voraussetzung macht, daB nur die Substanz, nicht aber das Lésungs- 
mittel eine Kontraktion in der Lésung erlitten hat’. Der Begriff des 
molekularen Lésungsvolumens stammt von J. Traube. Es ist 
m+ l 

d 5” 


Um — 


1 Riiber u. Mitarbeiter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 55, 3132, 1923; 
56, 2185, 1923; 57. 1599, 1924; 57, 1797, 1924; 58, 735, 1925; 58, 964, 1925; 
59, 2266, 1926; 60, 2402, 1927; ferner Chem. Centralbl. 1982, I (2), 2456. 


Aches hn 
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wobei v,, = molekulares Lésungsvolumen, / = Menge des Lésungs 
mittels in Gramm, die auf 1 g/Molekiil des gelésten Stoffes in di 
Lésung enthalten ist, d = Dichte der Lésung, D = Dichte des in der 
Léisung enthaltenen Lésungsmittels. m = Molekulargewicht des gi 


listen Stoffes in Gramm bedeuten. 


In dem Begriff ,,molekulares Lésungsvolumen* sind zwei Voraus 
setzungen enthalten, deren Bestehen weder erwiesen, noch wah: 
scheinlich ist. Diese sind, erstens die Annahme, daB das Lésungsmitte! 
als solches bei der Lésung keine Volumenanderung erfihrt, zweitens 
daB kein Lésungsmittel im Sinne von Hydratationswasser usw. in den 
Raum des gelésten Stoffes eingeht. Das ,,molekulare Lésungsmitte] 
stellt somit einen fiktiven Begriff dar, dem eine streng reale Bedeutung 
nicht zukommt. Trotzdem besitzt dieser Begriff einen groBen methodi 
schen Wert, denn er gibt eine anschauliche Vorstellung von der Be 
ziehung zwischen den Massen des Lésungsmittels und der gelésten 
Substanz und ihren spezifischen Gewichten. Das _,,molekulare 
Lésungsvolumen“ ist somit das Volumen, das 1 Mol geléste Substanz 
einnihme, wenn beim LésungsprozeS das Lésungsmittel kein 
Verinderung erfiihre. 


Das molekulare Lésungsvolumen bestimmt sich lediglich aus dem 
spezifischen Gewicht des gelésten Stoffes und des Lésungsmittels und 
ihren Mengen. Die dilatometrisch bestimmte Volumenanderung ist 
ja nichts anderes als der Ausdruck dafiir, daB das spezifische Gewicht 
der Lésung sich andert. Das spezifische Gewicht und das Gesamt- 
volumen stehen in einer eindeutigen Korrelation. Diese bestehende 
Beziehung ist unabhangig davon, ob die fiir die Aufstellung des Begriffs 
,molekulares Lésungsvolumen‘ gemachten Voraussetzungen realen 
Tatsachen entsprechen oder nicht. Beide Methoden, die Dilatometric 
und die Bestimmung des spezifischen Gewichtes liefern uns Werte 
die lediglich den Endzustand charakterisieren, ohne zunichst an 
geben zu kénnen, in welcher Weise im einzelnen diese Volumen 
bzw. Gewichtsinderungen verursacht sind. Da auf beiden Wegen 
der gleiche Komplex von Erscheinungen summarisch erfaBt wird. 
miissen beide Methoden zu demselben Ergebnis fiihren. Hiernach 
ist zu erwarten, daB die Differenzen der Lésungsvolumina der _ be- 
teiligten Stoffe identisch sind mit den dilatometrisch gemessenen 
Volumenanderungen. 


In der Tat findet sich beim Vergleich eine auBerordentlich gute 
s . . 
Ubereinstimmung. 

Wir geben im folgenden die Werte von Riiber und unsere wieder, 
soweit sie fiir die gleiche Zuckerart vorhanden sind und miteinandet 
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verglichen werden kénnen. Riiber findet fiir das molekulare Lésungs- 
volumen (v,,) von 


a-Glucose, 10%, . . . .. . . 11123cem (vp, bei co Verdiinnung 
110,795 cem) 
p-Glucose, 10°, . . . . . . . 111,65 ,, (vm bei oo Verdiinnung 


111,218 cem) 

Gleichgewichtsglucose, 10°... . 111,49 ,, 

Gleichgewichtsfructose, 10°, . 110,45. ,, 

a-Methylglucosid, 10°, . . . . 132.61 ,, 

fb-Methylglucosid, 10°). . . . 133,26. ,, 

Zu diesen von Riiber angegebenen Werten errechneten wir noch 
die Lésungsvolumina von Saccharose, Methylalkohol und Wasser. 
Unseren Berechnungen legten wir die Tabellen der spezifischen Ge- 
wichte in Landolt- Bornstein zugrunde; Beziehungstemperatur 15°. 


Rasemeseee,. Tee. s «it st siv wt ennws 4 eee) 6 
pO ES > ee a rae 
a rr re ere ee 


Unsere dilatometrisch gefundenen Werte betragen fiir 1 Mol um- 
gesetzte Substanz fiir 


a-Glucose bis f-Glucose .. ee ae ee 0,40 com 
x-Glucose bis Gle ietunvliituatne ee 0,25 
/-Glucose bis Gleichgewichtsglucose . .. . . 0,15 
Saccharose bis Gleichgewichtsglucose und 
Gleichgewichtsfructose . . ; 6,0 
Dasselbe aus der Reffiacpelng = rec what : 6,5 
a-Methylglucosid bis Gleichgewichtsglucose . . 0,67 
$-Methylglucosid bis Gleichgewichtsglucose . . — 1,69 


a) Mutarotation von Glucose. 

Die Ritberschen Werte ergeben fiir die Mutarotation der «-Glucose 
bis zum Gleichgewicht eine Volumenzunahme von -+- 0,26 c¢em, bis 
zur B-Glucose + 0,42 cem, von der f-Glucose bis zum Gleichgewicht 
eine Volumenabnahme von -— 0,16 cem. Unsere beziiglichen Werte sind 

- 0,25 cem, + 0,40 cem und 0,15 ecm. 


b) Saccharosespaltung. 
Der chemische Vorgang ist: 
Saccharose + Wasser —> Gleichgewichtsglucose + Gleichgewichtsfructose 


Die zugehérigen Lésungsvolumina sind: 








210.2 cem + 18,016cem —» 111,49 cem + 110,45 cem 
228,216 cem 221,94 ccm 
Es ergibt sich also eine Volumenabnahme von 6,28 cem. Unser Wert 


war 6,0 bzw. 6,5 cem. 
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c) «-Methylglucosidspaltung. 
Der chemische Vorgang ist: 
a-Methylglucosid + Wasser —» Gleichgewichtsglucose + Methylalkoho 
Die zugehérigen Lésungsvolumina sind: 
132,61 cem + 18,016cem —» 111,49ecem + 37,8 cem 








150,626 cem 149,29 ecm 
Es ergibt sich eine Volumenabnahme von — 1,34cem. Unser Wert 


war — 0,67 ccm. 
d) f-Methylglucosidspaltung. 
Der chemische Vorgang ist: 
/-Methylglucosid +- Wasser —» Gleichgewichtsglucose -++- Methylalkoho] 


Die zugehérigen Lésungsvolumina sind: 





133,26 cem + 18,016 cem —» 111,49 cem + 37,8 ecm 
151,276 ecm 149,29 cem 
Es ergibt sich eine Volumenabnahme von — 1,99ccem. Unser Wert 
war 1,69 cem. 


Tabelle ILI. 
Vergleich der Riibersche Werte mit unseren Werten. 





; Riibersche Werte Unsere Werte 
} ecm cem 
a-Glucose —»> £§-Glucose........ + 0,42 + 0,40 
a-Glucose —»> (Gileichgewichtsglucose. . . + 0,26 + 0,25 
8-Glucose — > Gleichgewichtsglucose. . . — 0,16 — 0,15 
Saccharose —» Gleichgewichtsglucose. . . 6,0 
+ Gleichgewichtsfructose . — 6,28 
Dasselbe far Raffinose. ......4.2... — 6,5 
a-Methylglucosid —» Gleichgewichtsglucose . — 1,34 0,67 
B-Methylglucosid —» Gleichgewichtsglucose . — 1,99 — 1,69 


Mit Ausnahme des Wertes fiir «-Methylglucosid stimmen die Werte 
sehr gut iiberein, wobei zu bemerken ist, daB die Werte einmal aus der 
Differenz zweier groBer Zahlen erhalten, das andere Mal, bei der Dilato- 
metrie, diese Differenzen direkt beobachtet werden. 

Fiir Lactose, Maltose, Cellobiose und Melibiose sind die Werte det 
betreffenden Lésungsvolumina noch nicht ver6ffentlicht, ein Vergleich 
mit unseren dilatometrischen Befunden war daher vorlaufig nicht 
mdéglich. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurden die dilatometrischen Volumenwerte fiir die Spaltung 
von «- und von f-Methylglucosid bestimmt. 

2. Die dilatometrischen Werte und die Lésungsvolumina der be 
treffenden Verbindungen wurden verglichen. 
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Kieselsiuregehalt des Brotes. 


Von 
Ragnar Berg, Dresden-Weifber Hirsch. 


(Eingegangen am 9. August 1932.) 


Seit Koberts und Gonnermanns Untersuchungen iiber die Kiesel- 
siure in unserer Nahrung und in unseren Organen ist die Frage nach der 
Bedeutung der Kieselsiure fiir unsere Gesundheit nicht zur Ruhe 
gekommen. 

Wirkliche Bedeutung fiir unsere Ernihrung kénnte nur die lésliche 
Kieselsiure besitzen, die in unseren Nahrungsmitteln enthalten ist. 
Ich habe schon seit vielen Jahren, eigentlich schon seit Kobert's ersten 
Veréffentlichungen, unsere Nahrungsmittel daraufhin untersucht, doch 
wirde es einen zu breiten Raum einnehmen, wenn ich die dabei ge- 
machten Erfahrungen hier ausfiihrlich darlegen wollte. Neuerdings 
aber wird ganz besonders auf den Kieselsiuregehalt der Kleie hin- 
gewiesen, woraus man einen Grund mehr finden will, statt Brot aus 
Feinmehl solehes aus Vollkornmehl herzustellen. Dabei sind aber 
alle bisherigen Kieselsiurebestimmungen, sowohl im Getreidekorn 
selbst wie in den daraus gewonnenen Produkten, nur in gewéhnlicher 
Weise gewonnene Resultate, enthalten also nicht nur Kieselsiure, 
sondern auch Ton oder im Bestfalle die Kieselsiure aus Sand und Ton. 
Ich habe mir deshalb die Miihe gemacht, einmal den Gehalt an wirklich 
léslicher Kieselsiure in den verschiedenen Produkten zu bestimmen 
und lasse die Resultate in den beiden nachfolgenden Tabellen folgen. 


Tabelle I. 


Gehalt an léslicher Kieselsiure (SiO,) in Roggenprodukten. 





Kieselsaure in 
Trocken- 


substanz feuchter trockener 

Substanz Substanz 

ee ae ee ee 88,0 0.0026 0,0930 
Vollkornmehl, selbst hergestellt. . . . 88.0 0.0026 0.00380 


Mehl, 65% Ausmahlung. ...... 86,2 0,0010 0,0012 
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Tabelle 1]. 


Gehalt an léslicher Kieselsiure (SiO,) in Roggenbroten. 





Kieselsdure in ° 


Trocken- — . - 

substanz feuchter trockener 

Substanz Substan7 

Knackebrot, deutsches H-Brot ... . 92,2 0,0027 0,0029 

Schliterbrot, Vollkorn-. ....... 57,0 0,0018 0.0032 

Eschebrot, Vollkorn-. ........ 59.6 0,0017 0,0029 
Steinmetzbrot, Loschwitzer, 1/, Weizen 

und ?/; Roggen, Vollkorn- ... . 64,6 0,0919 0,0929 
Steinmetzbrot, Landbrot, 80°, Aus- 

| Pa te eee 65,2 0,0015 0,0023 

Wilhelmsbrot, 65°, Ausmahlung. . . 58.4 0,0008 0.0016 


Die Roggenkérner waren sorgfiltig gereinigt. Sie wurden mit 
kaltem destilliertem Wasser zundchst auf einem Sieb unter kraftigem 
Umrihren gut abgewaschen und dann zwischen reinen Tiichern so lang: 
gerieben, bis die Tiicher sauber blieben. Die so gewonnene und wieder 
lufttrocken gewordene Ware wurde dann zu den Untersuchungen 
benutzt. 

Aus Tabelle I geht nun hervor: zunachst, daB die Menge der lés 
lichen Kieselsiure auBerordentlich gering ist. 

Auf die feuchte Substanz berechnet, enthalten 100g Roggen- 
k6rner oder wirkliches Vollkornmehl nur wenig iiber 2,5 mg Kieselsaure 
oder auf Trockensubstanz berechnet gerade 3mg. Offenbar steckt 
der gréBte Teil dieser Kieselsaure tatsachlich in der Kleie, denn das Meh! 
von 65°, Ausmahlung enthielt in der Trockensubstanz kaum ein Dritte! 
davon: 1,2 mg. 

Ich habe dann noch verschiedene Brotsorten untersucht, deren 
Resultate in der zweiten Tabelle aufgefiihrt sind. Dabei zeigte es sich. 
daB saimtliche Vollkornbrote, gleichgiiltig welcher Abstammung, in 
der Trockensubstanz praktisch genau dieselbe Menge léslicher Kiesel- 
siure enthielten, die ich oben in dem Korn selbst wie auch in den 
Vollmehl fand: 2,9 bis 3,2 mg. 

Bei dem Brot aus Mehl von 80°, Ausmahlung wurden dement- 
sprechend nur 2,3 mg und bei 65°, Ausmahlung nur 1,6 mg Kieselsdur 
in der Trockensubstanz bestimmt. 

Ein anderes Resultat bekommt man ja, wenn man nicht di 
Trockensubstanz, sondern das natiirliche Brot untersucht. Unsere Voll! 
kornbrote sind leider im allgemeinen ziemlich stark wasserhaltig, und 
dies gilt in noch gréBerem MaBe fiir die feineren Brotsorten. Infolg: 
dessen finden wir beim Vollkornbrot nur 1,7 bis 1.9 mg in 100 g Brot 
und bei 65°, Ausmahlung sogar nur 0,8 mg. Dem hohen Gehalt a: 
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ockensubstanz entsprechend ist dagegen der Gehalt in Knackebrot 
ist derselbe wie in der Trockensubstanz. 
Dies letztere Resultat ist ziemlich bemerkenswert. Gewoéhnlich 
ird gegen das Knackebrot angefiihrt, daB es ja bei einer sehr hohen 
emperatur gebacken wird. Man kénnte dann annehmen, daB ein Teil 
ler léslichen Kieselsiure durch die hohe Temperatur unléslich geworden 
ei, aber das ist tatsichlich nicht der Fall. Wenn man die Herstellungs- 
weise des Brotes kennt, erscheint dies weniger sonderbar: Der Teig 
ist auBerordentlich wasserhaltig. und in 6 bis 7 Minuten Backzeit wird 
der gréBte Teil dieses Wassers aus dem Brot verjagt. Trotz der sehr 
hohen Ofentemperatur dirfte deshalb die Temperatur im Brote selbst 
beim Herauskommen aus dem Ofen kaum iiber 90° liegen. 
Zum SchluB noch ein Wort iiber die bei diesen Versuchen benutzte 
Technik. Die feinst zermahlene Probe wird mit Wasser extrahiert, 
aber da die Extrakte sich gar nicht filtrieren lassen, verfiel ich schlieBlich 


auf den Kunstgriff, die Lésung mit ganz verdiinnter Salzsiure und 


Diastase zu behandeln, wodurch die Starke in Zucker iiberfiihrt wurde. 
Die so erhaltenen Lésungen lassen sich dann leicht filtrieren und aus- 
waschen. Darauf wird die Kieselsiure in der Lésung in gewohnlicher 
Weise bestimmt, nachdem sie erst verdunstet und verascht worden ist. 


Biochemische Zeitschrift Band 254 99 








Beitrag zur enzymatischen Umwandlung von synthetischem 
Methylglyoxal in Milchsiure. 


Von 
K. Lohmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 10. August 1932.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Neuberg! sowie Dakin und Dudley? haben gefunden, daB zu tieri 
schem und pflanzlichem Gewebe zugesetztes Methylglyoxal und Pheny]- 
glyoxal unter Wasseraufnahme in die entsprechenden Sauren (Milch- 
siure bzw. Mandelsiure) umgewandelt werden. Auf Grund dieser 
Entdeckung hat Neuberg das Methylglyoxal in seiner bekannten Theorie 
der alkoholischen Garung und der Milchsaéurebildung in den Mittelpunkt 


des Reaktionsablaufs des Kohlenhydratabbaues gestellt. Diese Theorie 


wurde gestiitzt, als es Neuberg und Kobel*® gelang, das Methylglyoxal 
unter bestimmten Bedingungen beim enzymatischen Kohlenhydrat- 
abbau in gréBeren analysierbaren Mengen abzufassen, nachdem 
Toenniessen und Fischer* sowie Ariyama® das Auftreten von Methy|- 
glyoxal bei der Hexosediphosphatspaltung sehr wahrscheinlich gemacht 
hatten. 

Nach Neuberg und Kobel bedarf die enzymatische Umwandlung 
des Methylglyoxals in Milchsiure eines Co-Ferments. Es konnte kiirzlich 
gezeigt werden®, daB dieses Co-Ferment der Methylglyoxalase nicht mit 
dem Co-Fermentsystem der Milchsiurebildung identisch ist, da mit 
geeignet hergestellten Ferment-Co-Fermentpraparaten wohl Glykogen 
in Milchsiure aufgespalten, aber nicht synthetisches Methylglyoxa! 
umgewandelt wurde. Andererseits konnte durch Zusatz eines aus Hefe- 


' Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 

2 Dakin u. Dudley, J. of biol. Chem. 14, 155, 423, 1913. 

3 Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928. 

4 Toenniessen u. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 254, 1926 
Ariyama, J. of biol. Chem. 77, 359, 395, 1928. 

Vgl. diese Zeitschr. 437, 477, 1931. 
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kochsaft hergestellten Praparats, das die Milchsiurebildung aus Glykogen 
nicht merkbar beeinfluBte, ein glatter Umsatz des Methylglyoxals in 
Milchséure erzielt werden. Die Eigenschaft nativer Zellextrakte, 
synthetisches Methylglyoxal in Milchsiure umzuwandeln, darf also 
nicht mehr als Argument fiir die Methylglyoxaltheorie angesehen 
werden. Ubrigens hat Neuberg auch niemals angenommen, daB es das 
chemisch isolierbare Methylglyoxal ist, das als Zwischenprodukt beim 
Kohlenhydratabbau entsteht, sondern eine seiner zahlreichen isomeren 
Formen. Es verdient jedoch hervorgehoben zu werden, daB ia einer 
wasserigen Losung des synthetischen Methylglyoxals diese Form nicht 
vorhanden ist. Dem Co-Ferment der Methylglyoxalase kime danach 
also die Eigenschaft zu, das synthetische Methylglyoxal in eine enzy- 
matisch zerfallsbereite Form — sei es iiber eine Reaktion mit dem 
Substrat allein oder (wahrscheinlicher) zusammen mit dem Ferment 

iiberzufiihren, und zwar in eine Form, die beim enzymatischen Kohlen- 
hydratabbau intermediir entsteht'. Neben dieser Deutung, die ein 
Methylglyoxalisomeres als Zwischenprodukt bei dem Kohlenhydrat- 
abbau annimmt, ist noch die Méglichkeit zu erwagen, ob nicht die 
Eigenschaft der Gewebe, das (isolierbare) Methylglyoxal durch Um- 
wandlung in Milchsaure unschadlich zu machen, gewissermaBen eine 
Sicherung gegeniiber Fehlleistungen der Zelle darstellt, eine Méglich- 
keit, die ja auch in analoger Weise zur Erkliarung des Vorhandenseins 
der Katalase in aeroben Zellen erértert wird, SchlieBlich ist noch darauf 
hinzuweisen, da bei unserer unvollstandigen. Kenntnis der Stoff- 
wechselvorginge nicht bekannt ist, wieweit die ,,Methylglyoxalase™ 
ein spezifisches Ferment ist bzw. in welche Zellprozesse sie eingreift. 

Bei der naheren Untersuchung des Co-Ferments der Methyl- 
glyoxalase wurde nun festgestellt, da reduziertes Glutathion als 
Co-Ferment der Methylglyoxalase zu wirken vermag?. 

Der Gang der Isolierung der wirksamen Verbindung aus Hefekochsaft, 
der zum Glutathion fiihrte, soll nur kurz skizziert werden. Er hat jetzt 
keine Bedeutung mehr, da fiir die Isolierung des Glutathions die vor- 
ziigliche Methode von Hopkins und Pirie*® zur Verfiigung steht. Als Mab 
der Wirksamkeit diente die biologische Priifung an dialysiertem Ratten- 
muskelextrakt. Hefekochsaft (1 Teil frische Backerhefe und 2 Teile Wasser) 
wurde bei neutraler Reaktion mit Ba-Acetat gefallt, die Fallung verworfen 
und das Filtrat mit basischem Pb-Acetat gefallt. Der Niederschlag wurde 
in HNO, gelést, mit H,S zersetzt und bei stark salpetersaurer Reaktion 
mit Hg(NO,). und bei schwach saurer Reaktion mit AgNO; gefallt. Bei 


' Die beiden Formen kénnen aber nicht identisch sein, da die aus 
Glykogen bzw. Methylglyoxal entstehenden Milchsiuren zumeist sterisch 
verschieden sind. 

? Kurz mitgeteilt von Meyerhof u. Lohmann, Naturw. 20, 389, 1932. 

3 Pirie, Biochem. J. 24, 53, 1930. 
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mehrmaliger Wiederholung nahm die Wirksamkeit der Praparate zu 1 
der Entfernung P-haltiger Verbindungen, mit der Abnahme von Puri 
derivaten, mit der Vergr6Berung der Reduktionskraft nach Hagedorn wid 
Jensen, mit der Abnahme der erst nach Saurehydrolyse auftretend: 
Reduktion, mit der Zunahme des Amino-N-Wertes nach van Slyke und d 
Zunahme des S-Gehaltes der Priparate. Die Analyse eines mit Alkolhy 
gefallten Praparates ergab das Vorliegen von Glutathion. 

Die im folgenden angestellten Versuche wurden mit Glutathion au- 
gefiihrt, das nach Hopkins und Pirie hergestellt war. 

Die Wirkung des Glutathions scheint durchaus spezifisch zu sein 
oxydiertes Glutathion, Cystein, Thioglykolsiure, Schwefelwasserstoft 
Blausiure, Pyrophosphat, Citrat, Oxychinolin (also die sogenannten 
, Schwermetallkomplexbildner) wirken nicht als Co-Ferment. Muskel- 
extrakte, Kochsafte, sowie reine Glutathionlésungen verlieren ihr 
Wirksamkeit, wenn sie in schwach bicarbonatalkalischer Lésung mit 
Sauerstoff behandelt werden, wahrend sie, unter denselben Bedingungen 
bei SauerstoffabschluB aufbewahrt, wirksam bleiben. Verschiedene 
Glutathionpraparate aus diesem Laboratorium und anderen (vgl. S. 345 
zeigten dieselbe Wirksamkeit als Co-Ferment der Methylglyoxalas: 

Unter den im experimentellen Teil niher beschriebenen Bedingungen 
bewirkt das Glutathion in wirksamen Fermentlésungen die Umsetzung 
der mehr als 400 fachen molaren Menge Methylglyoxalin Milchsiure. Der 
Verlauf des Umsatzes (in Bicarbonatlésung) wurde im allgemeinen 
manometrisch verfolgt, nachdem durch chemische Milchsaiurebestimmung 
nachgewiesen war, das bei Muskelextrakten der manometrischen 
Messung eine Bildung von durchschnittlich 90°, Milchsaiure entsprach! 
Die Ausbeute an Milchsiure war bei ausgewaschener Trockenhefe 
und bei einem ausgewaschenen Acetontrockenpriparat von Bact 
pasteur. geringer. In mehreren Fallen wurde die Milchsiure in einem 
gréBeren Versuchsansatz als Zinklactat isoliert. Dabei wurde mit 
dialysiertem Kaninchenmuskelextrakt und Glutathion als Co-Ferment 
ebenso wie es Newberg gefunden hat, ein Gemisch von d, |- und 1-Milch- 
siure erhalten?. 


In Muskelextrakten wurde kolorimetrisch nach Case u. Cook (Biochem 
J. 25, 1319, 1931) eine geringe Menge Brenztraubensaéure nachgewiesen. 
2 Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913; Gorr u. Perlman 
erhielten mit Kaninchenmuskelextrakt ein Gemisch von d, l- und d-Milc! 
siure (ebenda 174, 433, 1926). Auch fiir die Aufspaltung von Pheny! 
glyoxal ist in der Literatur (vgl. insbesondere P. Mayer, ebenda 174, 420, 
1926; E. Werle, Inaugural-Dissertation Miinchen 1928) ein sehr unte! 
schiedliches Verhalten, sowohl was die Menge an optisch-aktiver Substan: 
betrifft wie auch ihre Drehungsrichtung, angegeben. Die kiirzlich be 
schriebene Methode von Girsavicius (Biochem. J. 26, 155, 1932), nach de! 
nur die optisch-aktive Mandelsaéure bestimmt wird, ist also nur beschrankt 
anwendungsfahig. 
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Die Analyse eines Zinksalzes ergab u.a. 15,7°,, Kristallwasser und 
ine [a]y) von + 4,2° (¢c =3%, l 100 mm, ¢ 18°); dies entspricht 
und '/, linksdrehender Milchsaure und !/, racemischer Séure. Derselbe durch 
Dialyse gereinigte Extrakt, der vor der Inkubation mit Methylglyoxal 
ind Glutathion 30 Minuten auf 60° erwairmt war (die enzymatische Wirk- 


samkeit betrug dann nur noch etwa die Halfte des nicht erwarmten Extrakts), 
1 


gab ein Zinksalz, das zu etwa °/, aus racemischer und zu '/, aus links- 
irehender Saure bestand. 

Die hier untersuchte Umwandlung des Methylglyoxals in Milchséure 
in dialysierten Muskel- und Leberextrakten sowie mit ausgewaschenet 
Trockenhefe ist eine enzymatische Reaktion!. Nach den Untersuchungen 
von Neuberg und Kobel? reagiert Methylglyoxal mit Aminosiiuren, 
Pepton, Casein. Und so findet man auch mit Gewebskochsiaften Druck- 
steigerungen in bicarbonatalkalischer Lésung, die aber gegeniiber der 
enzymatisch bewirkten Umwandlung des Methylglyoxals nur etwa 
10% betragen. AuBer den von Neuberg und Kobel angegebenen Amino- 
siuren reagiert auch Glutathion augenblicklich mit Methylglyoxal, 
wenn man z. B. die beiden Substanzen in m/2 Lésung in bicarbonat- 
alkalischer Lésung zusainmengibt. Séuert man unmittelbar nach dem 
Vermischen mit Salzséure an und gibt das von Neuberg und Kobel zur 
Faillung von Methylglyoxal angegebene 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin- 
teagens hinzu, so tritt die Hydrazonfaillung deutlich spater ein als 
in einem gleich konzentrierten, aber bei schwach saurer Reaktion her- 
gestellten Gemisch der beiden Substanzen. 

Die Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsiure wird durch 
einige Schwermetalle gehemmt. Es sind dies Cu’, Ag, Hg’, die in 
2.10-%m Lésung vollstandig hemmen (Glutathionkonzentration 
2.10-4m, Methylglyoxalkonzentration 10-2 m). Praktisch unwirksam 
sind Fe’, Mn’, Zn’, Co’, Ni’. Wie weiter unten naher ausgefiihrt 
wird, kann die Glutathionwirkung wohl nicht auf eine Entgiftung des 
in den Fermentpraparaten vorhandenen Cu zuriickgefiihrt werden. 


Methodik. 


Der gré6Bte Teil der Versuche wurde mit Rattenmuskelextrakt aus- 
gefiihrt. Der Extrakt wurde bei 2 bis 0° durch Zerdriicken von 3 Teilen 
Muskulatur mit 4 Teilen 0,9° iger KCl-Lésung und Zerreiben mit Sand 
hergestellt. Die Dialyse erfolgte in den friiher® beschriebenen Dialysier 
hiilsen gegen 0,5°.ige KCl-Lésung; die Dialysezeit betrug zumeist 
4 Stunden; die Wirksamkeit des Extraktes nimmt auch nach neunstiindiger 
Dialyse kaum ab. Der Extrakt bleibt, in Eis aufbewahrt, linger als 8 Tage 
gut wirksam. 

Kaninchenmuskelextrakt wird in derselben Weise hergestellt. Hier 
empfiehlt sich eine Dialysezeit von mindestens 6 Stunden. 


1 Vogl. hierzu Girsavitius, Biochem. J. 25, 1807, 1931. 
2 Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927: ISS. 197, 1927. 
3 Lohmann, diese Zeitschr. 237, 460, 1931. 
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Zur Herstellung von Leberextrakt wurde die Leber durch eine Latapi: 
Mihle gedriickt, der Brei mit dem zwei- bis fiinffachen Volumen 0,9 ° Jige 
KCl-Lésung aufgeschwemmt, zentrifugiert, filtriert und der Extrakt etwas 
8 Stunden dialysiert. 

Trockenhefe wird am besten mit destilliertem Wasser ausgewascher 
und der Riickstand verwendet?. 

Aus den tierischen Zellextrakten kann ein groBer Teil des Eiweifes 
ohne merkliche Verminderung der Aktivitat bei schwach essigsaurer Reaktion 
ausgefallt werden, indem man z. B. 50 ccm Leberextrakt (1 Teil Leber und 
2 Teile destilliertes Wasser) mit etwa 5 ccm !/, mol. Essigsiure-Na-Acetat 
puffer versetzt, scharf zentrifugiert, die Lésung mit leem 5°,igem Bi 
carbonat neutralisiert und durch Dialyse co-fermentfrei macht. Das aus 
gefaillte EiweiB besitzt nur geringe enzymatische Wirksamkeit. Aus de: 
Fermentlésung kann durch Fallen mit der fiinffachen Menge absoluten 
Alkohols und Trocknen des Niederschlags mit Aceton und Ather ein Trocken 
priparat der Methylglyoxalase dargestellt werden. 

Die manometrischen Messungen erfolgten in Warburgschen GefaBen 
(Volumen 12 bis 16ccm) mit einer Retorte, aus der nach Temperatur 
ausgleich Methylglyoxal + Co-Ferment in die Fermentlésung eingekippt 
wurden. Die Temperatur war 28°, der Gasraum enthielt N, mit 5 oder 
Ch. 

Fiir die Versuchsansaétze wurde der dialysierte Extrakt mit 5° igem 
Bicarbonat versetzt (Endkonzentration 0,3 bis 0,5°,), N, mit 5 oder 17°, 
CO, durchgeleitet und von diesem Gemisch 0,7 cem verwendet; das Volumen 
der gesamten Zusaétze betrug ebenfalls 0,7 ccm. Die CO,-Retention eines 
solchen Extraktgemisches betragt 1,01 bis 1,05; sie erhéht sich bei Zusatz 
groBerer Mengen Glutathion und von Kochsaften. 

Als Methylglyoxalpriparat wurde in der Mehrzahl der Versuche das 
nach dem Verfahren von Neuberg? durch Destillation von Dioxyaceton 
mit verdiinnter Schwefelsiure erhaltene Destillat verwendet. Vergleichs- 
bestimmungen mit Methylglyoxal, das nach Fischer und Taube* durch 
Dehydratisierung von Dioxyaceton mit Phosphorpentoxyd und Redestillation 


' Die Herstellung gut wirksamer wisseriger Fermentlésungen ist eine 
Frage der Extraktion, wobei verschiedene Gewebe bemerkenswerte Unter- 
schiede in der Loslésung des Ferments zeigen. Wahrend nach Meyerho/ 
das glykolytische Ferment aus der Muskulatur von R. temporaria und 
von Kaninchen durch einfaches Zerdriicken mit Wasser in Lésung erhalten 
werden kann, gelingt dies mit der Muskulatur von R. esculenta und der 
Ratte erst nach energischern Zerreiben mit Sand. Foster fand keine Keton- 
aldehydmutase in Kaninchenmuskulatur (Biochem. J. 19, 765, 1925), 
wahrend Gorr und Perlmann (diese Zeitschr. 174, 433, 1926), Dudley (Biochem. 
J. 20, 314, 1926) sowie auch mir diese Extraktion ohne weiteres gelang. 
Meyerhof (diese Zeitschr. 159, 437, 1925) fiel auf, daB (,,merkwiirdigerweise **) 
aus Rattenleber kein wirksamer Extrakt erhalten wurde, wahrend auch 
hiermit das Ferment entweder durch Zerdriicken der Leber mit Sand oder 
Zerquetschen in der Latapie-Miihle sehr gut von der Struktur der Zelle ab- 
zulésen ist. Angaben quantitativer Art iiber die gréBere oder geringere 
Wirksamkeit von Fermentlésungen aus verschiedenen Geweben sind also 
unter diesem Gesichtspunkt zu werten. 

2 Neuberg, Fdrber, Levite u. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 264, 1917. 

3 Fischer u. Taube, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 857, 1925. 
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m Vakuum bei Zimmertemperatur gewonnen war, ergaben keinen Unter- 
schied zwischen den Praiparaten. Das Neubergsche Verfahren wurde bevor- 
zugt, da auch kleinere Mengen Dioxyaceton verarbeitet werden kénnen. 
Um konzentriertere Lésungen zu erhalten und um die Menge der Zer- 
setzungsprodukte méglichst gering zu haben, begniigte ich mich mit einer 
Methylglyoxalausbeute von etwa 70°... Der Gehalt der Lésungen an 
Methylglyoxal wurde nach Oxydation mit H,O, in alkalischer Lésung 
azidimetrisch bestimmt. 

Fiir die chemischen Milchsaéurebestimmungen wurde der Versuchs- 
ansatz mit HCl-HgCl, enteiweibt, das Filtrat mit H,S entquecksilbert, 
durchliiftet und [ohne Behandlung mit Ca(OH), + CuSQ,} in der An- 
ordnung von F'riedeman, Cotonio und Shaffer’ mit KMnO, oxydiert. Diese 
Anordnung gestattet ohne erheblichen Fehler die Bestimmung der Milch- 
saure neben Methylglyoxal. 

Bei der manometrischen Untersuchung der Glutathionwirkung ist 
es prinzipiell ohne Belang, ob man nach dem Temperaturausgleich 1. das 
Glutathion in die methylglyoxalhaltige Fermentlésung einkippt, 2. das 
Methylglyoxal in die glutathionhaltige oder 3. Methylglyoxal + Glutathion 
in die Fermentlésung. 

Die dritte Anordnung wurde bevorzugt, da hiermit stets ein schnellerer 
Umsatz erzielt wird. Dies beruht darauf, daB in dialysierten Extrakten 
zugesetztes Glutathion ungewéhnlich schnell zerstért wird, und zwar auch 
unter Bedingungen, wo eine Autoxydation durch den Luftsauerstoff nicht 
in Frage kommt. Dies geschieht in dialysierten Extrakten sowohl mit 
kristallisiertem Glutathion wie auch mit zugesetztem Hefekochsaft, dagegen 
nur in viel geringerem MaBe in nichtdialysierten Extrakten. 

Fiir das gleichzeitige Einkippen von Methylglyoxal und Glutathion 
ist am einwandfreiesten die Verwendung von GefaBen mit zweiteiligen 
Retorten, die fiir diese Untersuchung leider nicht in der geniigenden Anzah] 
zur Verfiigung standen. 

Die Reihenfolge in der Zugabe der Zusiétze kann ferner die Methyl- 
glvoxalumwandlung in sehr starkem Mae veraindern, wenn man den 
Einflu8 anderer Substanzen, z. B. Cystein und Schwermetalle (vgl. 8S. 348) 
auf die Glutathionwirkung untersucht. m/2500 Cystein setzt die Wirkung 
von m/5000 Glutathion z. B. um etwa */, herab, wenn beide Substanzen 
20 Minuten vor Zusatz des Methylglyoxals zu der Fermentloésung gegeben 
werden. Man findet keine Beeinflussung durch das Cystein, wenn zu der 
mit Cystein versetzten Fermentlésung Glutathion und Methylglyoxal 
gleichzeitig eingekippt werden, nachdem sie vorher entweder im Gemisch 
in einer einteiligen Retorte oder getrennt in einer zweiteiligen Retorte bis 
zum Temperaturausgleich aufbewahrt waren. 


1. Enzymwirkung und Glutathionkonzentration. 


In Tabelle I (mit zugehériger Abb. 1) und in Tabelle II sind zwei 
Versuche mit dialysiertem Rattenmuskel- und Leberextrakt wieder- 
gegeben. Untersucht wurde der Einflu8 des Glutathions auf das Ferment 
allein, auf Methylglyoxal allein und auf Extrakt + Methylglyoxal 
{bei steigenden Glutathionkonzentrationen). Je zwei Komponenten 


1 Friedeman, Cotonio u. Shaffer, J. of biol. Chem. 73, 335, 1927. 
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Tabelle I. 








Rattenmuskelextrakt (3 Teile Muskulatur + 4 Teile 0,9°,ige KCl-Lésung Lebe! 
3 Stunden dialysiert. Pro Versuchsansatz 0,7 cem Extrakt mit 0,6 oni 
Bicarbonat, die mit Zusatzen auf 1,4ccem aufgefiillt wurden. Meth, Losul 
glyoxal 1,2 mg; Temperatur 28°. Methylglyoxal und Glutathion wurd: Sica 
nach Temperaturausgleich eingekippt. Angaben in Kubikmillimeter CO Me 
bei p = 760 mm und t = 0° (lemm CO, = 0,004 mg Milchséure). 
(In den Tabellenképfen Methgl. = Methyiglyoxal, Glut. Glutathion. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Versuchsansatze 
f Extrakt + Methgl. 
Min. o ot oe 4 = 
5 | 88 | £6 |Z Si ost nd | Ss 
aa | as | ee | 35 35 | 3 
+ ' y , ~ 
10 2 1 0 1 12 22 36 58 85118 
20 2 2 0 1 24 40 72 | 114 | 173 | 226 
30 3 4 0 3 36 61 102 «173 | 257 +=| «302 
40 4 7 0 3 47 82 145 231 317 309 
50 5 9 0 6 60 106 184 291 319 
60 5 11 0 6 12 125 218 322 
70 5 14 0 6 S4 151 258 327 
80 7 16 1 6 97 172 296 331 
90 6 18 0 5 108 193 332 331 
100 6 | 21 0 6 || 120 | 216 337 
120 6 25 0 8 145 263 339 mg M 
140 14 36 6 15 178 300 manc 
160 15 41 6 17 202 303 gefur 
180 12 45 6 15 223 393 200 er 
250 11 59 6 | 14. 298 pin 
270 14 66 9 17 | 304 | 301 | 339 | 382 | 326 | 326 nach 
mg Milchsaure 
manometrisch J5b 
bestimmt . . — | 0,26 — 1,22) 1,20 1,85 | 1,85) 1,31) 1,31 
chemisch _ be- 00 
stimmt ... 0 |0,15; 0 0 1,09' 1,28 | 1,19 | 1,86); 1,05; 1,28 : 
200emm Um- 
satz erreicht 250 
nach Min.. . 160 (92,5 54 34,5 (23,5 19.5 
. ; : S20 
von den Reaktionsteilnehmern geben keine nennenswerten Druck . 
steigerungen. Die Extrakte waren vielleicht noch nicht vollstandig Sai 
ausdialysiert, wie die Spalte 2, wo Extrakt + Methylglyoxal gepriift 
wurden, zeigt. Dieser ,,Blindwert*‘ in Tabelle I betrug gegeniiber der “al 
Glutathionkonzentration von etwa 2.5.10 °m (0,0125 mg in 1,4 cem 
20%, von 2. 10-4 m etwa 3% und 10-3 m nur 1%. Der Methylglyoxal a 
umsatz wurde also mit 10-4 m Glutathion um mehrere tausend Prozent 
gesteigert. Zugesetzt waren pro Versuch 1,2 mg titrimetrisch bestimmtes 
v4 


Methylglyoxal, entsprechend 1,5 mg Milchsiure; manometrisch ge 
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Tabelle Il. 


Leberextrakt (1 Teil Leber + 2 Teile destilliertes Wasser); 50 cem Extrakt 
it 5cem m/3 Na-Acetat-Essigsiure gefallt, Niederschlag abzentrifugiert, 

Losung 8 Stunden dialysiert. Pro Versuchsansatz 0,4 ccm Extraktgemisch 
bicarbonatendkonzentration 0,3 °,,). Gesamtvolumen mit Zusatzen 1,4 ccm. 
Methylglyoxal 1,2 mg; Temperatur 28°; Methgl. und Glut. eingekippt. 





1 2 3 4 ) 6 7 8 ) 


Versuchsansatze 





= a Extrakt + Methgl 
sane 3 s> /goS Ba] e 
E ge sve Fg & E 
10 0 4 0 2 39 62 112 191 318 
20 1 g 0 3 77 126 235 306, 324 
30 2 16 0 3 115 198 342 310 336 
49 3 22 0 4 154 264 341 310 
50 4 28 1 5 191 342 
60 4 39 0 5 226 342 
70 5 37 l 6 266 
gO 6 42 1 Ss 306 
90 6 48 1 y 342 
100 5 53 1 5 356 
110 5 56 0 S 358 
mg Milchsaure 
manometrisch 
gefunden .. 0,22 _ 1,45 1,37 1,20 1,24 1.54 
200 emm Um- 
satz erreicht 
nach Min.. . 53 30.5 17.5 10,5 63 


} te 


300 — Abb. 1. 
ff/ , 4 Umwandlung von Methylglyoxal 
; in dialysiertem Rattenmuskel- 
ye 
250 - <i extrakt (vgl. Tabelle I) 


Abhingigkeit der Reaktions 


S200; : 4 ~ geschwindigkeit von der Gluta 
E | Ys : thionkonzentration 
S Numerierung der Kurven wie ir 


rabelle I. 


Der Verlauf der Kurven ist ge 
radlinig und zwar wie die 
Kurven 6 und 7 zeigen, bis fast 
zum vollstindigen Umsatz des 
Methylglyoxals 








& 
Minuten 
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funden wurden 1,2 bis 1,3 mg Milchséure, chemisch bestimmt 1,05 bis 
1,36 mg Milchsiure. Fir den Leberextrakt gilt ahnliches, nur daf 
hier trotz der geringeren Extraktmenge ein erheblich schnellerer Umsatz 
erzielt wurde. In Abb. 2 ist fiir die in den Tabellen I und IT wieder. 
gegebenen Versuche die Abhangigkeit des 

150 Methylglyoxalumsatzes (fiir 200cmm CQ, 
von der Glutathionkonzentration aufge- 
zeichnet. Bis 0,1 mg Glutathion nimmt 
mit doppelter Co-Fermentkonzentration di: 

| Wirksamkeit um rund das 1,7fache zu, fii 
0,2 und 0,4 mg Glutathion um das 1,2fache 





100 








S 

S Die Wirksamkeit von gutem Kaninchen- 

x muskelextrakt steht etwa in der Mitte 

sol \ zwischen Rattenmuskel- und Leberextrakt 

| 3 Der Blindwert von ausgewaschener Trocken 

\ "Whe hefe ist im allgemeinen etwas gr6éBer als bei 

Aes: . CGewebsextrakten. Der Druckanstieg ent 

————y spricht hier aber nicht Milchséure. Er betrug 

0 40507 a2 O¥ z. B. bei dreimal mit der 50fachen Menge dest! 

™g Glutathion lierten Wassers ausgewaschener Trockenhefe 

Abb. 2. (40 mg) gegeniiber einem Zusatz von 2. 10-4 mol. 

Abhangigkeit der Methyl- Glutathion etwa 20°, und war noch hoéher, 

glyoxalumwandlung von der wenn die Hefe zweimal mit m/10 KH,PO, 

Glatathionkonzentration in Lésung und einmal mit destilliertem Wasser aus- 
dialysiertem Rattenmuskel- ar 

entrakt (obure Kary und gewaschen war. An der Aktivierung der 

Leberextrakt (untere Kurve) Methylglyoxalase durch Glutathion hatte sich 

nach den Versuchen in den durch das verschiedene Auswaschen grund- 


Tabellen I und IL. 


. . ‘ sitzlich nichts geandert. 
Auf der Ordinate sind die 


Zeitpunkte fiir 200 emm CO, Nach dem nahezu geradlinigenVerlauf der 
(= 60 °/, des Gesamtum- > . . 

satzes) aufgezeichnet. Kurven in Abb. 1 (vgl. auch die Tabellen I und 
; IT) liegt hier eine Reaktion nullter Ordnung 


vor. Dieser geradlinige Verlauf wurde unter den obigen Bedingungen 
fast stets mit gut wirksamen Muskel- und Leberextrakten mit Methy|- 
glyoxal als Substrat erhalten, im allgemeinen nicht mit Hefe und einem 
Trockenpraparat von B. pasteurianum. Er wurde ferner nicht mit 
Phenylglyoxal als Substrat gefunden. In den Fallen, wo die Reaktion 
nullter Ordnung statthatte, erwies sich die Reaktionsgeschwindigkeit 
unabhangig von der Substrat- und Reaktionsproduktkonzentration 
Abweichungen von diesem Reaktionsverlauf miissen wohl auf Ferment- 
schadigungen zuriickgefiihrt werden. 

Die nahere Untersuchung der Reaktionskinetik soll erst spater mitgeteilt 
werden. 

2. Temperaturempfindlichkeit des Ferments. 


Die Methylglyoxalase erwies sich in meinen Versuchen als ver- 
haltnismaBig wenig temperaturempfindlich. Ein dialysierter Ratten- 
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muskelextrakt, der verschieden lange Zeit 


auf 


60° 


341 


erwarmt war, 


gab z. B. nach 30 Minuten langer Incubation bei 28° mit Methyl- 


ciyoxal 
330 cemm CO,: 


|. Extrakt, vorher nicht erwarmt 


2 - .. 10™Min. auf 60° erwairmt. . 1 
3 ge so 60° a oe 
{ a 40 60° 


Bei einem 


|. Extrakt, nicht erwarmt 
2. a 30 Min. auf 60° erwarmt 
. a 30 70° . 


anderen Extrakt wurden gefunden: 


25 


Ss 
93 


i 
fe 


12 


~ 


0.1 mg Glutathion bei cinem Gesamtumsatz von 300 bis 


125cmm Saureaquivalent 


195cmm Séaureaéquivalent 


Die Werte schwankten bei diesen nur durch Dialyse gereinigten 


Fermentextrakten in weiten Grenzen. 


Die beiden vorstehend wieder- 


gegebenen Versuche sind diejenigen, wo der EinfluB der Erwirmung 


auf 60° den kleinsten und den gréBten Effekt hatte. 


Im allgemeinen 


scheint 30 Minuten langes Erwirmen auf 75° fiir das Ferment sicher 


todlich zu sein. 


Durch 2 Minuten langes Erwairmen im siedenden Wasserbad wird 


das Ferment zerstért. Z. B. gab cin Leberextrakt (1 Teil Leber 


5 Teile 


0.9%iger KCl-Lésung, 12 Stunden dialysiert) in frischem Zustand 


mit Methylglyoxal allein nach 120 Minuten 
bei 28° einen Ausschlag von 21 cmm, zusammen 
mit 0,3 mg Glutathion war der Umsatz nach 
10 Minuten (325 emm). Nach Ab- 
téten des Extraktes betrug der Ausschlag mit 
Methylglyoxal + Glutathion nach 120 Minuten 
16 cmm. 


beendet 


Auch gewoéhnliches genuines Eiweib fir 
sich kann nicht das wirksame Prinzip sein, da 
frisches Serum Methylglyoxal auch in Gegen- 
wart von Glutathion nicht umzuwandeln vermag. 


3. Temperaturkoeffizient der Methylglyowxalase. 


Der Temperaturkoeffizient Q,, der Methyl- 
glyoxalumwandlung wurde fiir 13 und 20° zu 
2.6, fir 20 und 28° zu 1,9 gefunden. Ein Versuch 
bei 13, 20 und 28° mit 0,3 mg Glutathion ist 


in Abb. 3 wiedergegeben (dialysierter Katten- 
muskelextrakt). 


crn CO, 


. . 


j I 


260}- 
200} . 
rT 
750} / 
700} // x 
// ; 
ae a 
7 4 
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. —° 
Munuften 
Abb. 3. 
Abhingigkeit der Um- 


wandlungsgesch windig 

keit des Methylglyoxals 
von der Temperatur. 

Kurve I: 13°. Kurve Il 


20°. Kurve II]: 28° 
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4. Abhdngigkeit von der Reaktion. 


Kuhn und Heckscher! fanden mit Phosphatpuffer? ein breites 
pu-Optimum der Methylglyoxalase (Leberextrakt) zwischen py 7 und s 
Einen ahnlichen Verlauf der py-Kurve fand ich bei dialysiertem Ratten 
muskelextrakt mit m/20 Phosphatpuffer und m_ 100 Methylglyoxa| 


Tabelle III. 


Abhangigkeit der Methylglyoxalumwandlung in bicarbonat 
alkalischer Lésung vom CO,-Druck im Gasraum. 


Versuchsansdtze. A. Rattenmuskelextrakt, gegen 0.5° ig. KCI (i: 
doppelt destilliertern Wasser gelést) 5 Stunden dialysiert. Fiir jeden Versuc} 
10cem Extraktgemisch (7,0cem Extrakt + 1,4cem 5°, iges Bicarbonat 

1.6cem destilliertes Wasser), mit Zusaétzen aufgefiillt auf 1.4 ecm: 
Zusitze 1,2mg Methylglyoxal + 0,lmg Glutathion. B. Leberextrakt. 
1 Teil zerquetschte Leber + 2 Teile destilliertes Wasser; 50 cem Extrakt 
'/, mol. Essigsiure-Na-Acetatgemisch gefallt, L6sung mit 1,0 cc: 
5°,igem Bicarbonat neutralisiert und 6 Stunden dialysiert.  Fiir jede: 
Versuch 1,0cem Extraktgemisch (1,0cem Extrakt + 1.4ceem 5° iges 
Bicarbonat + 7,6 ccm destilliertes Wasser, entsprechend 0,1 cem urspriing 
licher Extrakt), mit Zusaétzen wie oben auf 1,4ccem aufgefiillt. ©. Aus 
gewaschene Hefe*. Fiir jeden Versuchsansatz etwa 40 mg Trockenhefe, 
die dreimal mit der 50fachen Menge destillierten Wassers ausgewaschen war. 
Bicarbonatkonzentration 0,5’. Mit Zusaétzen wie oben aufgefiillt auf 1,4 cen 


mit 5 cem 





C O-Konzentration im Gasraum 





2R0 SE vEEREGE DEERE GRRE 

ohne Methgl. onto 0 Fo 50 17%, | 35° 65%}, | 100° 
Min. und Glut, | Chne Glut. 

A. Rattenmuskelextrakt 
10 — 3 23 33 34 32 31 3 
20 — 6 42 66 68 65 61 62 
AO -— 12 S1 128 135 129 126 128 
80 -- 19 145 250 269 260 — 264 
B. Leberextrakt. 

20 _ 3 48 107 123 124 119 111 
40 — 6 104 215 240 249 242 224 
(. Ausgewaschene Trockenhefe. 

20) 17 bn 87 | 130 | 143 | 183 | 128 | 118 
40 31 38 163 248 268 252 244 216 


' Kuhn u. Heckscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 116, 1926. 

2? Nach Sakuma (Chem. Centralbl. 1931, I, 1771) hemmt Phosphat d 
Methylglyoxalumwandlung. In Gegenwart von Phosphat war zumeist de: 
Umsatz der Zeit nicht genau proportional; vgl. Abb. 5 auf 8. 347, wo « 
nichtdialysierter, also phosphathaltiger Extrakt untersucht ist. 

3 Die Trockenhefe (Schultheiss-Patzenhofer) war von Herrn C. Neu: 
im Juni 1932 zur Verfiigung gestellt. Trockenhefe derselben Brauerei, di 
1'/, Jahre alt war, zeigte nur '/, bis '/, der Wirksamkeit. 
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Lnter Beriicksichtigung der bei der Methylglyoxalumwandlung auf- 
tretenden Sauerung kann man annehmen, da} das Reaktionsoptimum 
zwischen py 6,5 bis 7,5 liegt. 

Da die vorliegenden Versuche in Bicarbonatlésung ausgefiihrt 
sind, war der EinfluB steigender CO,-Konzentrationen bei gleichem 
Bicarbonatgehalt zu untersuchen. 

Wie aus der Tabelle III hervorgeht, besitzt die Methylglyoxalase 
auch in Bicarbonatpuffer ein sehr breites py-Optimum. Die praktisch 
giinstigste CO,-Konzentration liegt bei 10 bis 20°, CO,. In reinem 
Stickstoff (pa —> 8) ist die Geschwindigkeit deutlich herabgesetzt, dic 
Reaktion ist dann nicht nur verlangsamt, sondern kommt auch friiher 
zu Ende. 

Wiahrend in Bicarbonatlésung die Reaktionsgeschwindigkeit in 
weiten Grenzen von der CO,-Konzentration im Gasraum unabhangig 
ist, zeigt sich stets eine deutliche Abhangigkeit von der Bicarbonat- 
konzentration selbst, indem der Umsatz mit steigendem Bicarbonat- 
gehalt abfallt. Dieser Abfall betragt zwischen 0,3 und 0,7 %, knapp !) ;: 
er ist gr6Ber, wenn das Glutathion in die bicanbonathaltige Ferment- 
lésung sofort gegeben wird, als nach Temperaturausgleich zusammen 
mit dem Methylglyoxal. In beiden Fallen wird aber ein geradliniger 
Verlauf des Umsatzes erhalten. In der ersten Anordnung diirfte es 
sich um eine teilweise Umwandlung des Glutathions in eine unwirksame 
Verbindung handeln (vgl. S. 337). 

Die Abnahme der Bicarbonatkonzentration in den Versuchsansiétzen 
infolge der Reaktion des Bicarbonats mit der gebildeten Saure betragt 
0,08 bis 0,09°,. Die hierdurch verursachte Wirkungssteigerung (4 bis 5°.) 
vermag den geradlinigen Verlauf des Methylglyoxalumsatzes nur zum 
kleinsten Teil zu erklaren, sie deutet dagegen vielleicht den gelegentlich 
gefundenen zur Abszisse konvexen Verlauf der Kurve (vgl. z. B. Tabelle II, 
Versuche 6 und 7). 

In der folgenden Zusammenstellung ist ein Versuch mit dialysiertem 
Rattenmuskelextrakt, 0,1 mg Glutathion, 1,2 mg Methylglyoxal und 
0,3, 0,5 und ‘0,7°% Bicarbohat wiedergegeben; CO,-Konzentration 
im Gasraum 17%, t = 28°, 7 = 30 und 60 Minuten; Glutathion und 
Methylglyoxal nach Temperaturausgleich cingekippt (Gesamtumsatz 
305 bis 325 emm). 





emm CQ, nach 


30 Min. 60 Min 
1. Extrakt-+ Methylglyoxal +0,39% NaHCO, . . . = i) 19 
2. Extrakt + Methylglyoxal + Glutathion + 0,394 NaHCO, 138 280 
3. Extrakt + Methylglyoxal + Glutathion + 0.5°, NaHCO, 121 250 


4. Extrakt + Methylglyoxal +-Glutathion + 0,7°% NaHCO, 114 230 
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5. Phenylglyoral, 

Das Phenylglyoxal wurde nach der Vorschrift von Miiller uni 
v. Pechmann' dargestellt. Die Umwandlung des Phenylglyoxals erfolyt 
in dialysierten Gewebsextrakten nur in Gegenwart von Glutathion als 
Co-Ferment. Sie war stets geringer als die des Methylglyoxals, 
dem in Tabelle TV mitgeteilten Versuch mit Leberextrakt um das 
sechsfache. Geprift wurden insgesamt dialysierter Ratten- und Ka 
ninchenmuskelextrakt, Leberextrakt und ausgewaschene Trockenhefe 
Als Beispiel sei ein Versuch mit einem sehr wirksamen Leberextrakt 
mit den notwendigen Kontrollen wiedergegeben (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Vergleich der Umwandlung von Methylglyoxal und Phenylglyoxal. Dial 
sierter Leberextrakt; Bicarbonatkonzentration 0,5°,; Methylglyoxal m/83 
Phenylglyoxal m/62. ¢ = 28°. Umsatz in Kubikmillimeter C Og. 





‘ on Inkubationszeit in Min. 
Nr. Versuchsans&atze i ieadiiciladeaindliea 
y 15 “30 120 360 
1 KExtrakt+ Methylglyoxal ..... 3 3 7 22 73 
2 = Extrakt + 0,3 mg Glutathion ie 2 4 4 7 
3  Methylglyoxal + 0,3 mg Glutathion . 3 4 4 10 19 
4 Gekochter Extrakt + Methylglyoxal 
+0,3mg Glutathion ..... 10 14 12 17 29 
5 Extrakt + Methylglyoxal + 0,3 mg 
Glutathion . . . gle sawt 261 326 327 329 330 
6 Extrakt + Phenylglyoxal — ; 11 16 17 33 56 
7 Phenylglyoxal + 0,3 mg Glutathion . 15 18 16 26 47 
8 Gekochter Extrakt + Phenylglyoxal 
0.3 mg Glutathion . . 13 17 20 37 59 
9 Extrakt + a * + 0, 3g 
Gitethion . . ... eat 44 80 124 358 450 


Im Gegensatz zur Umwandlung des Methylglyoxals verlief dic 
des Phenylglyoxals nicht der Zeit proportional. 


6. Spezifitat der Glutathionwirkung. 

Auf 8. 334 ist erwihnt, daB Glutathionpriparate verschiedene: 
Darstellung innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik dieselbe Wirk- 
samkeit als Co-Ferment ausiiben. Als Beleg sei folgender Versuch 
angefihrt: 

Praparat I, Darstellung Mai 1931 aus Backerhefe nach Piri: 
Hefeautolysat einmal mit Cu,O  gefillt, Glutathion einmal um 
kristallisiert. 


' Miiller u. v. Pechmann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 2904, 1887 
22, 2556, 1889. 
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Praiparate IT und III, Darstellung Januar 1932. Hefeautolysat 
(aus 3 kg Backerhefe) dreimal mit Cu,O gefallt, Glutathion dann noch 
finfmal umkristallisiert; Praparat IT erste Kristallfraktion aus Wasser 
(0.55 g); Praparat IIT eingeengte Mutterlauge (0,7 g). 

Enzymlésung: dialysierter Rattenmuskelextrakt; nach 30 Minuten 
langer Inkubation bei 28° wurden erhalten in Kubikmillimeter CO, 
(Gesamtumsatz 290 bis 305cemm CQ,): 





Nach Zusatz von 


0,05 mg Glutathion 0,2 mg Glutathion 
a ee Sr 55 146 
- ls ks eee 53 150 
” Ps ee *.8 ; 59 144 


Weitere vergleichende Versuche mit demselben Ergebnis wurden 
mit Glutathionpraparaten angestellt, die mir in dankenswerter Weise 
von Dr. Hand, Heidelberg, und Professor Hopkins, Cambridge, zur 
Verfiigung gestellt waren, sowie mit einem von Hoffmann-La Roche be- 
zogenen Praparat. Geringe Schmelzpunktdifferenzen in den Praparaten 
(Verunreinigung mit oxydiertem Glutathion’) traten bei dem_ bio- 
logischen Vergleich mit seiner hOheren Fehlerbreite nicht in Erscheinung 
Auch das nach Meldrum und Dizon! mit Kaolin behandelte Glutathion 
sowie das ,,stabilisierte‘* waren wirksam. 


Es fragt sich nun, ob die Co-Fermentwirkung des Glutathions 
spezifisch ist. Die sogenannten Schwermetallkomplexbildner, an die 
mit Riicksicht auf die Papainaktivierung? zuerst zu denken war, naimlich 
Blausiure, Cystein, Schwefelwasserstoff, Thioglykolsiure, Pyrophos- 
phat, Citrat, Oxychinolin, erwiesen sich als unwirksam. (Mit Blausiure, 
die schon mit Methylglyoxal allein unter Saurebildung reagiert*, wird 
auch in Gegenwart des Ferments keine Milchsiure gebildet.) Weiter 
waren Aminosduren zu priifen, die nach Neuberg und Kobel (|. ¢.) mit 
Methylglyoxal reagieren. Auch hier konnte mit den Konzentrationen 
m/200, m/1000 und m/5000 keine Co-Fermentwirkung festgestellt 
werden. Untersucht wurden Alanin, Asparagin, Asparaginsiure. 
Leucin, Glykokoll, Glutaminsiure, Amino-iso-buttersiure, Phenyl- 


1 Meldrum u. Dixon, Biochem. J. 24, 472, 1930. 

2 Grassmann, v. Schénebeck u. Eibeler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 194. 
124,1931; Waldschmidt-Leitz, Purru. Balls, Naturwiss. 18, 644, 1930; Zeitschr. 
f. physio!. Chem. 198, 260, 1931; Krebs, diese Zeitschr. 220, 289, 1930; 
vgl. auch Kleinmann u. Werr, ebenda 241, 108, 140, 181, 1931 sowie Abder 
halden, Buadze u Geidel, Fermentforschung 13, 147, 1932 

3 Meyerhof, diese Zeitschr 159, 432, 1925; Ariyama, J. of biol. Chem. 
77, 384, 1928; Smythe, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 819, 1932. 
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aminoessigsiure, Lysin, Arginin, Kreatin, Kreatinin, Guanidin, Musk 
adenylsiure, Hefeadenylsiure, Adenylpyrophosphorséure, Co-Zymas: 
ferner Insulin?. Manometrisch wurden gelegentlich kleine Druck 
steigerungen beobachtet, die aber, wie die tiberall ausgefiihrten chem: 
schen Milchsiurebestimmungen ergaben, nicht gebildeter Milchsiu; 
entsprachen. 


Es ist nun auch wahrscheinlich, daB in Kochsaiften von frischen 
Gewebe das reduzierte Glutathion allein als Co-Ferment der Meth, 
glyoxalase wirkt. Ein Anhaltspunkt iiber die nicht ausschlieBlic! 
Glutathionwirkung hat sich bisher nicht ergeben. Die einfache Priifuny 
nimlich Bestimmung des Glutathiongehalts in Kochsaften und Vergleic| 
mit einem kristallisierten Praparat, ist nicht durchfiihrbar, da keine ein 
wandfreie Glutathionbestimmung, insbesondere fiir Kochsafte besteht 
und der Glutathiongehalt in Kochsaften wahrend der Reaktion mit aktivem 
Ferment und Methylglyoxal Schwankungen unterliegt, die noch nicht 

rsehbar sind. Kolorimetrisch ausgefiihrte Vergleiche mit der Hopkins- 
‘then Farbreaktion (Nitroprussidnatrium + NH, in ammonsulfat. 
gesittigter Lésung) lieBen keinen Unterschied erkennen. — Hierbei 
wurde beobachtet, daB die mit Kochsiften hergestellte Farbung sel 
viel friiher verschwindet als die Farbung mit reinem Glutathion. 


Ein Hilfsmittel fiir die Entscheidung dieser Frage ist, daB ox, 
diertes Glutathion selbst unwirksam ist. Eine auf ein py von 7,6 ge 
brachte Glutathionlésung wird nach Hopkins durch Sauerstoff oxydiert 
LaBt man eine bicarbonatalkalische Lésung* in diinner Schicht in ge- 
schlossenen Erlenme yer-Kolben im Eisschrank iiber Nacht unter O, stehen 
(oder leitet fiir einige Stunden Sauerstoff durch die Lésung), so ist die Wirk- 
samkeit als Co-Ferment fast véllig verlorengegangen, wahrend dieselb« 
Lésung, unter Abschlu8 von O, aufbewahrt, den gré8ten Teil ihrer 
Wirksamkeit behalten hat (Kurven 1, 2 und 3 in Abb. 4). In derselben 
Weise kann man einen nativen Extrakt inaktivieren, wenn man ihn 
nach Zusatz von Bicarbonat mit Sauerstoff in Berithrung laBt, wahrend 
der unter denselben Bedingungen, aber unter AbschluB von Sauerstoff 
aufbewahrte Extrakt wirksam bleibt. Mit Glutathion kann der ,,O,- 
Extrakt‘‘ ohne weiteres reaktiviert werden* (vgl. Abb. 5). Dieselbe 


1 Die Versuche mit Co-Zymase sind im Juli 1931 mit einem mir seiner 
zeit von Prof. v. Euler zur Vertiigung gestellten Praparat ausgefiihrt. 

2 Auch mit Na-Amalgam behandeltes Insulin (Freudenberg, Dirscher! 
u. Eyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 202, 136, 1931) war unwirksam. 

3 Bei kristallisierten Glutathionpraparaten nach Zusatz einer Spur 
von Mohrschem Salz. 

4 In Ratten- und Kaninchenmuskelextrakten findet eine spontan 
Reduktion des oxydierten Glutathions nach AbschluB des Sauerstoffs auc! 
bei tagelangem Stehen im Kiihlschrank (+ 2°) nicht statt. 
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Bei den Versuchen mit 


xydiertem Glutathion kann manometrisch wie chemisch eine geringe 
Milchsaurebildung nachgewiesen werden, die immer etwas gréBer ist, 
ils dem Blindwert des Extrakts entspricht. Diese beruht darauf, daB 


das oxydierte Glutathion durch Fermentlésung 


150 on 


700; 





en 
0 \ ae H 
Minuten 
Abb. 4. 


Methylglyoxalumwandlung. Inaktivierung 
von reinem Glutathion durch molekularen 
Sauerstoff und Reaktivierung. Ferment- 








losung: dialysierter Rattenmuskelextrakt. 
Kurve 1: @———e Frische Glutathionlsg. 
5 wet ~) Glutathionlisung bei 
Px 8 unter AbschluB von O» auf- 
bewahrt. 
+ ww Glutathionlisung bei 
Pu 8 mit Oy aufbewahrt. 
, 2 4 Oxydierte Glutathion- 





lisung mit H,S + HgCl, behan- 

delt und durchliiftet. 
Durch die Behandlung des Glutathions in 
bicarbonatalkalischer Lisung ist die Wirk- 
samkeit des Glutathions auf etwa 70/9 
abgefallen, in O, dagegen auf 3°/9. Durch 
Reduktion des oxydierten Glutathions mit 
H,S in Gegenwart von HgCl, steigt die 

Wirksamkeit wieder auf 70%») an. 


Methylglyoxal (nicht 
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Abb. 5. 
Methylglyoxalumwandlung. 
Inaktivierung und Reaktivierung von 
frischem Kaninchenmuskelextrakt 


@——_®@ Frischer Kaninchenmuskelextrakt 


(nicht dialysiert) in bicarbonat- 

alkalischer Lisung unter Abschlué 

von O» aufbewahrt. 

Derselbe Extrakt mit O, 

wahrt. 

<——» Der mit O, behandelte Extrakt 
mit 0,1 mg Glutathion versetzt. 


aufbe- 


In bicarbonatalkalischer Lisung mit Ne 
behandelter Extrakt (glutathionhaltig) ist 
wirksam, dagegen nur wenig der mit Op» 
behandelte 
Mit Glutathion kann dieser Extrakt vollig 


Extrakt (11°) des vorigen) 


reaktiviert werden. 


mit einer der beiden Komponenten allein!) in geringem MaBe reduziert 


wird (Nachweis durch die Hopkinssche Sulfhydrylreaktion). 


Die Re- 


duktion ist in mit O, behandelten Kochsaften etwas griBer als mit ent- 
sprechend behandeltem kristallisierten Glutathion, die danach durch 
andere im Kochsaft vorhandene Zellinhaltsstoffe geférdert zu werden 
scheint. Durch mehrstiindige Behandlung des oxydierten Glutathions in 
schwachsaurer Lésung mit H, 8S nach Zusatz eines Tropfens 5 %jiger Hg ( ‘lo- 
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Lésung wird das oxydierte Glutathion reduziert (Hopkins). Eine solch 
Lésung ist dann wieder als Co-Ferment wirksam (vgl. Kurven 2 und 4 
in Abb. 4). Dies gelingt nur mit gereinigtem Glutathion annahernd 
quantitativ, nicht mit Kochsaften. 

Diese Versuche sprechen dafiir, daB das Glutathion selbst als 
Co-Ferment der Methylglyoxalase wirkt, oder eine Verbindung, di: 
ebenso wie das Glutathion die Sulfhydrylreaktion gibt und unter 
denselben milden Bedingungen in eine unwirksame Form iibergefiihrt 
werden kann}. 

7. Schwermetallhemmung. 

Die fermentative Umwandlung von synthetischem Methylglyoxa! 
in Milchsiure in Gegenwart von Glutathion kann durch Schwermetalle 
gehemmt werden. Hemmend wirken Cu, Ag, Hg: nicht hemmend 
wirken bis zu der untersuchten Konzentration von m/500 Fe, Mn, Ni 
Co, Zn, Pb. In der folgenden Zusammenstellung finden sich die 
Wirkungswerte in °,, gegeniiber dem nicht mit Schwermetall versetzten 
Ansatz bei Vergiftung mit Cu, Ag und Hg. 

Die Angaben beziehen sich auf Rattenmuskelextrakt mit 8 bis 
12mg Trockensubstanz pro Ansatz, m/100 Methylglyoxal und 
m /5000 Glutathion. In diesen Versuchen wurde die Metallésung sofort 
zu der bicarbonatalkalischen Fermentlésung gegeben und Methvy!- 
glyoxal + Glutathion nach Temperaturausgleich eingekippt. 





Schwermetall m/500 m 1000 m/2000 m/3000 m 4000 
3 A es ee 0 0—10 60 75D 
—_—. 8 : 0 0—20 80 100 
a ei Pe 0 | 0 0 60 


Wahrend bei einem Zusatz von m/5000 Glutathion m/1000 Cu 
fast vollstandig hemmt, betrigt bei m/1500 Glutathion die Hemmung 
von m/ 1000 Cu 65 °%, bei m/500 Glutathion nur 30 % (immer gegeniiber 
den m/1500 bzw. m/500 Glutathion enthaltenden Ansatzen ohne 
Schwermetall). Héhere Konzentrationen von Glutathion vermégen 
also die Hemmung von zugesetztem Cu teilweise aufzuheben. Es sei 
erwahnt, daB dies auch Cystein im Gemisch mit Glutathion tut, aller- 
dings in geringerem Mae als entsprechende Mengen Glutathion. 

Zum Teil sehr veranderte Hemmungen werden erhalten, wenn das 
Glutathion zusammen mit dem Schwermetall sofort in die Fermentlésung 
gegeben und nach Temperaturausgleich nur das Methylglyoxal eingekippt 


1 Zur Frage der Ubereinstimmung der SH-Komponente in Geweben 
mit Glutathion vgl. Hopkins u. Elliot, Proc. Roy. Soc. (B), 109, 61, 1931. 

Es ware wiinschenswert, die Untersuchung noch auf weitere Sub 
stanzen, insbesondere solche SH-Verbindungen, die mir nicht zur Ver 
fiigung standen, auszudehnen. 
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vird. Nicht hemmend wirken dann m/500 Fe, Mn, Zn, Pb, wahrend m/500 
o vollstaéndig, Ni um !/, hemmt. Die Wirksamkeit von Cu betragt in 
lieser Anordnung fiir m/3300 nur etwa 5 bis 10°, gegeniiber 75 bis 80°, 
n der ersten Anordnung. Offenbar ist ein Teil der Schwermetallwirkung 
iicht allein auf die Vergiftung des Ferments zu beziehen, sondern auch auf 
die Zerstérung bzw. das Unwirksamwerden des Co-Ferments. 

Die hemmende Wirkung des Cu erfordert eine eingehendere Be- 
trachtung, da Kupfer in nicht unbetrachtlichen Mengen in den Geweben 
vorkommt. Die Cu-Analysen von Rattenmuskel- und Leberextrakt 
nach der Methode von Warburg!, die von Herrn Mutscheller ausgefiihrt 
wurden, dem ich auch an dieser Stelle herzlich danke, ergaben fiir 


Rattenmuskelextrakt unverascht 0,7 . 10-% mg Cu/eem 


verascht 15.10 
Leberextrakt unverascht 2.0. 10-4 
verascht 6.7.10 


Der Gesamt-Cu-Gehalt fiir Rattenmuskelextrakt entspricht hier- 
nach pro Ansatz in den Methylglyoxalversuchen etwa 2-10~-° mol. Cu. 
Dies ist eine Konzentration, die nicht mehr auf das Ferment wirkt. 

Das Verhalten des Extrakts betreffend Methylglvoxalumwandlung 
ist dasselbe, ob man bei seiner Herstellung und Dialyse durch besondere 
VorsichtsmaBbregeln die Beriihrung mit Schwermetallspuren vethindert 
oder ob man ohne weiteres, z. B. fiir die Herstellung der Reagenzien 
und der Dialysefliissigkeit aus MetallgefaBen destilliertes Wasser ver- 
wendet. Auf Grund der verhaltnismaBig groBen Schwermetallunempfind- 
lichkeit des Methylglyoxal umwandelnden Ferments und der spezifischen 
Wirksamkeit des Glutathions darf gefolgert werden, daB das Glutathion 
hier nicht durch seine Eigenschaft als Schwermetallkomplexbildner 
wirkt, wenn es auch Metallvergiftungen sehr weitgehend aufzuheben 
vermag. 

Bei Versuchen, Extrakte durch Behandlung mit KCN an Schwer- 
metall zu verarmen, gelang es nicht, die eiweiBhaltigen Fermentlésungen 
blausaéurefrei zu dialysieren ®. 


1 Warburg u. Krebs, diese Zeitschr. 190, 143, 1927. 

2 Bei der Wiederholung des Versuchs von Krebs (diese Zeitschr. 220, 
289, 1930), Gelatine an Schwermetall durch Behandlung mit KCN zu 
verarmen und die Blauséure im isoelektrischen Punkt der Gelatine mit 
destilliertem Wasser auszuwaschen, wurde gefunden, dai die so behandelte 
Gelatine zwar durch Papain ,,spontan‘ gespalten wurde, aber noch blau- 
siurehaltig war. Zum qualitativen Nachweis der Blausaiure wurde die 
Gelatinelésung (mit etwa 3g Trockengewicht in 3°,iger Losung) nach 
Ansauern mit Schwefelsaure destilliert und aus dem angesiuerten Destillat 
die Blausaure bei 50 bis 60° mit einem Gasstrom in eine Vorlage mit Ag NO, 
oder KOH iibergetrieben. Die Deutung, die Arebs der Papainaktivierung 
zur Spaltung von Gelatine gegeben hat, erscheint also nicht bewiesen, 
solange die Blausaurefreiheit der Gelatine nicht sicher festgestellt ist (vgl. 
auch Waldschmidt-Leitz u. Purr, Naturwiss. 18, 952, 1930). 
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8. Ketonaldehydmutase und Aldehydmutase. 


Die Methylglyoxalase ist als eine Ketonaldehydmutase in Analogi 
zu den Aldehydmutasen bezeichnet worden. Wie man das Wesen de: 
Aldehydmutase als eine intermolekulare Cannizarrosche Reaktion 
bei der 2 Molekiile Aldehyd in je 1 Molekiil Alkohol und Saure um 
gewandelt werden, auffaBt, sieht man das Wesen der Ketonaldehyd 
mutase in einer intramolekularen Cannizarroschen Reaktion (Neuberg 
Demzufolge ist die Frage der Identitaét dieser Fermente verschiedentlich 
erértert worden. Wahrend Gorr und Perlmann' im Neubergschen 
Institut diese Frage offen lassen, sieht v. uler? beide Fermente als 
identisch an, die fiir ihre Wirksamkeit auch dasselbe Co-Ferment 
nétig haben sollen, und zwar die Co-Zymase. Gegeniiber den Anschau 
ungen dieser Autoren, wonach die Umwandlung des Methylglyoxals 
eine innere Cannizarro-Reaktion ist, vertritt Oppenheimer® aus theoreti- 
schen Griinden die Ansicht, ,,daB hier eine ganz andere Reaktion und 
ein ganz anderer Katalysator gegeben ist“. 


In der Tat kann nun experimenteil gezeigt werden, dab im Gegen- 
satz zu der Methylglyoxaiase und Phenylylyoxalase die Aldehydmutase 
durch Glutathion nicht erginzt werden kann, wohl aber durch Hefe- 
kochsaft. Und zwar war Hefekochsaft, der in bicarbonatalkalischer 
Lésung mit Sauerstoff gestanden hatte, ebenso wirksam wie frischer 
(glutathionhaltiger) Kochsaft. 


Fiir diese Versuche wurden als Fermentmaterial B. pasteur.' 


(Aceton-Ather-Trockenpraparat), wasseriger Leberextrakt und Trocken- 
hefe (Schultheiss-Patzenhofer) verwendet, als Substrat lso-valeraldehyd, 
und zwar als 5mg schwerer Tropfen. Gegeniiber der Verwendung 
von Acetaldehyd, dessen Umsatz in der ersten Zeit sehr schnell verlicf, 
aber schon nach kurzer Zeit zum Stillstand kam, konnte der Umsatz 
des Valeraldehyds itiber mehrere Stunden verfolgt werden. Trotzdem 
die Konzentration des gelésten Iso-Valeraldehyds im Reaktionsgemisch 
iiber die ganze Versuchszeit praktisch konstant war, fiel die Geschwin- 
digkeit der Reaktion mit der Zeit ab. 


Die bisher hergestellten Fermentpraparate waren nicht sehr wirksam 
Doch gestatten die Versuche den SchluB, daB die von Oppenheimer 
gemachte Annahme, wonach die Ketonaldehydmutase eine Reaktion 
sui generis ist, zu Recht besteht. 


1 Gorr u. Perlmann, diese Zeitschr. 174, 437, 1926. 
2 y. Euler, Biokatalysatoren, 1931. 


» 


3 Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 1551f. 
4 Kine Reinkultur von B. pasteur. verdanke ich Herrn Dr. Simon aus 
dem Neubergschen Institut. 
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Mit dem Acetonpraparat von B. pasteur. wurden nach Auswaschen 
von 0,5g Bakterien mit 20 ccm m/10 KH,PO,-Lésung die folgenden 
msitze erhalten. 

Jeder Versuchsansatz enthielt etwa 30mg Acetonbakterien; die 
Bicarbonatkonzentration war 0,5°,, die Temperatur 37°, Versuchszeit 
60 Minuten. 


0 


bs a ee A eae Ee EG. A ws 40 cmm CO, 
2. B. pasteur. + 5mg Valeraldehyd ......... 67 , COs 
3. B. pasteur. + 0,5cem frischer Hefekochsaft . ... 61 ., CO, 
4. B. pasteur. + Valeraldehyd + 0.5 ccm frischer Hefe- 

er oN le Oe et ee ee i om ok i OO a 
5. B. pasteur. + Valeraldehyd + 0,5cem Hefekochsaft 

ft Se oh A le eels 6S a ees By Oy 
6. B. pasteur. + Valeraldehyd + 0,5 ccm frischer Hefe 

kochsaft (in N, gestanden)......4..2.... 129 , CQ, 
7. B. pasteur. + Valeraldehyd + 0,3 mg Glutathion . . 81 ., CO, 
8. B. pasteur. + Valeraldehyd - 0,3 mg Glutathion 

+ O2me Me (el Mee)... ew ett tte tl tle OS CU,6CO 


Die geringe Steigerung des Umsatzes mit Glutathion wurde in allen 
anderen Versuchen nicht wiedergefunden. 

Andere Messungen, wobei 0,5¢ Bakterienpraparat zweimal mit 
je 20ccem m/10 KH, PO,-Lésung bzw. zweimal mit je 25 ccm destil- 
liertem Wasser (Umsatzzahlen in Klammern angefiihrt) ausgewaschen 
waren, ergaben nach 120 Minuten bei 37° 


SOS ee ee ee me ee 
2. B. pasteur. + Valeraldehyd........ 35 4, CQ, (40) 


3. B. pasteur. + Valeraldehyd + 0,3 mg Glutathion 36 ,, CO, (36) 
4. B. pasteur. + Valeraldehyd + 0,3 mg Glutathion 


4 


MN es. et a ee ee Se op EAE) 
5. B. pasteur. + Valeraldehyd + 0,5 cemHefekoch- 
Me feo we ee Se see Ol ee CC ee ae SOD 


Das mit destilliertem Wasser ausgewaschene Praparat wurde auch 
auf seine Wirkung als Methylglyoxalase gepriift: 





Umsatz nach 


30 Min. 120 Min 
= a a aang ek as “aa 7 29emm CO, 
2. B. pasteur. + Methylglyoxal . . .. . (eed bi 27 74emm CO, 
3. B. pasteur. + Methylglyoxal — 0,3 mg Glutathion . 64 262emm CO, 


Der unter Nr. 2 gemessene Druckanstieg entsprach nur zu 25% 


gebildeter Milchsiure, der unter Nr. 3 gemessene zu 78 %. 


Trotz des geringen Gehalts des verwendeten Enzympraparats an 
Methylglyoxalase ist hier im Gegensatz zur Aldehydmutase die steigernde 
Wirkung des Glutathions unverkennbar. 





See eee 
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9. Vergleich der enzymatischen Bildung von Milchsdure aus Clykogen wun 
Methylglyoxal. 


In der Einleitung ist ausgefiihrt worden, da die enzymatisch: 
Milchsaiurebildung aus Glykogen auch in solchen Enzymsystemen vet 
lauft, die synthetisches Methylglyoxal nicht in Milchsiure umzuwandel: 
vermégen, und umgekehrt. Als Beleg hierfiir sind in Tabelle V dre: 
Versuche mit dialysiertem Frosch- und Kaninchenmuskelextrakt wieder 
gegeben. Aus den Versuchen geht hervor, daB, nach Zusatz von Magne 
sium, die Milchsiurebildung aus Glykogen nur in den adenylpyro 
phosphathaltigen Versuchsansatzen erfolgt, die aus Methylglyoxal nu 
in den glutathionhaltigen, und ferner, dab sich beide Substanzen nicht 
wesentlich zu erginzen vermégen. Das Glutathion selbst hat also 


Tabelle V. 


Vergleich der enzymatischen Milchséurebildung aus Glykogen 
und Methyviglyoxal. 

Die Extrakte waren 2 bis 4 Stunden dialysiert, die Kaninchenmuskel 
extrakte dann noch 2'/, Stunden bei Zimmertemperatur in bicarbonat 
alkalischer Lésung mit Sauerstoff behandelt, um die letzten Reste von 
Glutathion zu entfernen. 

Ansiitze fiir Versuch | je 2,0 cem Extraktgemisch (mit Bicarbonat 

Phosphat + Mg) + 0,8cem Zusatze, fiir Versuche 2 und 3 je 1,5¢cem 
Extraktgemisch + 1,0cem Zusatze. 


Zusitze: Bicarbonat 0,5°,, 
Phosphat (px 7,6) mit 1,5 mg P,O;, 
Mg als MgC, 0,2 mg, 
Adenylpyrophosphat mit 0,3 mg leicht hydrolysierbarem P,0O,, 
Glutathion 0,2 mg, 
Glykogen 4,0 mg, 
Methylglyoxal 1,8 mg = 2,25 mg Milchsaéure, 
t = 20°; T = 30 Minuten. 
Die Milchséure wurde chemisch bestimmt, die EnteiweiBung erfolgte 
mit HCl—HgCl. 





1 2 3 
~—ae . Dialysierter Dialysierter 
Froschmuske L- Kaninchenmuskel- Kaninchenmuskel- 
Nr Versuchsansatz » Shilched 2 extrakt, extrakt, 
i i int a mg Milehsaiure mg Milchsiiure 


gebildet mit gebildet mit gebildet mit 


Glykogen Methgl. Glykogen Methgl. Glykogen Methgl. 


1 Extrakt + Substrat 0,05 0.01 0,04 0 0,07 0 
2 | Extrakt + Substrat 
oe 0,48 0,01 1,95 0 1,12 0) 
3 || Extrakt + Substrat 
| ~Git . . ss 0 0,53 0,16 1,55 0,07 1,21 
4 | Extrakt + Substrat 
| + Ap+ Glut. . 0,48 0,51 2,24 1,51 1,13 1,21 


* Ap = Adenylpyrophosphat. 
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keinen entscheidenden EinfluB auf die glykolytische Spaltung des 
Ulykogens (ebensowenig auf die alkoholische Zuckervergirung). 

Die Folgerung, die aus diesen Versuchen gezogen werden muf, 
ist, daBS der Umwandlungsmechanismus des synthetischen Methyl- 
vlyoxals ein anderer ist als die Umwandlung desjenigen Methylglyoxals, 
das nach der Theorie von Neuberg als Zwischenprodukt beim des- 
molytischen Kohlenhydratabbau entsteht. Dieser Unterschied sollte 
auch in der Namengebung zum Ausdruck kommen. Ich schlage deshalb 
vor, dieses hypothetische Methylglyoxal als am-Methylglyoxal (alloio- 
morphes Methylglyoxal) zu bezeichnen. Diese Bezeichnung folgt der 
Benennung besonders zerfallsbereiter Zuckermodifikationen als alloio- 
morphe Zucker durch Newberg und Kobel'. 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei der Ausfiihrung 
der Versuche. 

Zusammenfassung. 

1. Wasserige Extrakte aus Muskulatur und Leber verschiedener 
Tiere verlieren ihre Eigenschaft, synthetisches Methylglyoxal in Milch- 
siure umzuwandeln a) durch Dialyse gegen eine verdiinnte Salzlésung, 
b) durch Behandlung mit atmosphirischem Sauerstoff in bicarbonat- 
alkalischer Lésung, ebenso Trockenpriparate von Hefe und B. pasteur., 
wenn sie mit deStilliertem Wasser ausgewaschen werden. 

2. Das Vermégen dieser Fermentpraparate zur Umwandlung von 
synthetischem Methylglyoxal in Milchsiure wird durch Zusatz von 
Glutathion wieder hergestellt. Das Glutathion vermag mehr als die 
400fache molare Menge an Methylglyoxal umzuwandeln. 

3. Untersucht wurde die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindig- 
keit von der Glutathionkonzentration, die Temperaturempfindlichkeit 
des Ferments, der Temperaturkoeftizient der Methylglyoxalase, die 
Abhangigkeit von der (H_) und der Bicarbonatkonzentration. 

4, Glutathion bedingt auch die Umwandlung von Phenylglyoxal. 

5. Die Wirkung des Glutathions scheint spezifisch zu sein, sie ist 
an die reduzierte Form des Glutathions gebunden. Die sogenannten 
Schwermetallkomplexbildner und eine Reihe anderer Aminoverbindungen 
sind unwirksam. 

6. Von Schwermetallen hemmen in m/1000-Lésung (mit m_/5000- 
Glutathion) nahezu vollstaindig Kupfer, Silber, Quecksilber; nicht 
hemmend wirken Eisen (2), Mangan, Nickel, Kobalt, Zink, Blei. Die 
hemmende Wirkung des Kupfers wird durch gréBere Mengen Glutathion 
weitgehend aufgehoben. Jedoch ergibt sich aus dem Cu-Gehalt der 


1 Neuberg u. Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 88, 761, 1925. 
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Fermentpraparate und der spezifischen Wirkung des Glutathions, da! 
dieses nicht in seiner Eigenschaft als Schwermetallkomplexbildner di 
Co-Fermentwirkung ausiibt. 

7. Im Gegensatz zur Ketonaldehydmutase wird die Aldehyd 
mutase nicht durch Glutathion erginzt. Es handelt sich hier demnac! 
um zwei grundsitzlich verschiedene Fermentprozesse. 

8. Die Aufspaltung von Glykogen in Milchsiure erfolgt auch in 
Abwesenheit von Glutathion, wenn also synthetisches Methylglyoxa| 
nicht in Milchsiure umgewandelt werden kann. Dem Glutathion kommt 
fiir die Milchsaiurebildung aus Glykogen keine entscheidende Bedeutung 
zu. Es wird die Frage aufgeworfen, welche Bedeutung der Methyl! 
glyoxalase bei der enzymatischen Desmolyse des Glykogens in Milch- 
siure zugeschrieben werden darf. 
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Zur Frage der Phosphorylierung bei der Tumorglykolyse. 
Von 
R. Willheim und Josef Schmerler. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ésterreichischen Gesellschaft zur Er- 
forschung und Bekaémpfung der Krebskrankheit.) 


(Eingegangen am 16, August 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Trotz des groBen Interesses fiir die durch Tumorgewebe hervor- 
gerufene Glykolyse herrscht tiber eine ganze Reihe von Detailfragen 
dieses Gebietes ziemliche Unsicherheit. Dies muB um so mehr ver- 
wundern, als die Erforschung der durch normales Gewebe bewirkten 
Glykolyse durch die Arbeiten der physiologischen Chemiker, wie 
namentlich Neuberg, Embden, Meyerhof, Barrenscheen, einer ziemlich 
weitgehenden Klarung “zugefiihrt wurde. 


Eine Vermehrung der zuckerspaltenden Fahigkeit des Tumorgewebes 
wurde das erstemal von Braunstein (1) im Jahre 1921 festgestellt. Mit der 
im Jahre 1925 erfolgten Entdeckung der auBerordentlichen glykolytischen 
Fahigkeit des Tumorgewebes im Sinne der aeroben und anaeroben Milch- 
siurebildung durch Warburg (2) und der durch diesen Autor ausgebauten 
manometrischen Methodik war ein machtiger AnstoB zu weiteren dies- 
beziiglichen Studien gegeben. Diese Arbeiten betreffen in tiberwiegender 
Anzahl die Erforschung der GesetzmaéBigkeiten, unter denen die Glykolyse, 
d.h. die Milchséiurebildung aus Tumorgewebe in quantitativer Hinsicht 
geregelt wird. Untersuchungen, die einen Vergleich des Zuckerabbaues 
durch normales Gewebe mit dem durch Tumorgewebe in qualitativer Hin- 
sicht anstreben, sind in geringerer Anzahl durchgefiihrt worden. Namentlich 
sind es die Fragen nach der Beteiligung von Co-Fermenten und einer Phos- 
phorylierung durch das Tumorgewebe, die hier untersucht wurden. 


Was die erste Frage anlangt, so haben zuerst Gottschalk und Neuberg (3) 
gefunden, da ausgewaschenes Krebsgewebe sein glykolytisches Vermégen 
einbiBt, und diese Tatsache mit dem Verlust eines Co-Ferments in Zu- 
sammenhang gebracht. Weiter haben sie festgestellt, daB der Kochsaft 
aus Krebsgeschwiilsten die Garfaihigkeit Co-fermentfreier Hefepraparate 
wieder herstellt; im gleichen Jahre (1925) konnten Euler und M yrbdck (4) 
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einen vermehrten Gehalt an Co-Zymase im Carcinomgewebe durch Férderw 
der Hefegarung feststellen. Endlich konnten Neuberg, Kobel und Laser | 
im Jahre 1931 den wichtigen Befund erheben, da mit Aceton-Ather |, 
handelte und so ihrer Co-Fermentwirkung beraubte Tumorsubstanz au 
Hexosediphosphorséiure ungewohnlich groBe Mengen von Methylglyox 
zu bilden vermag. Zu einem weniger einheitlichen Ergebnis haben bish: 
jene Versuche gefiihrt, die die Wirksamkeit des aus Krebsgewebe 


ore 
i 


wonnenen Co-Ferments auf das glykolytische Vermégen anderer Organe 


studierten (6). Ob nun diese und andere Unstimmigkeiten im Bereiche des 
Co-Fermentproblems der Tumoren auf methodische Differenzen zuriick 
zufiihren sind oder ob hier gelegentliche Besonderheiten der in den vi 

wendeten Tumoren enthaltenen Co-Fermente schuldtragend sind, wird 
sich wohl erst im Laufe weiterer Untersuchungen erweisen lassen. Vorde 
hand kann wohl dariiber kein Zweifel bestehen, da®B auch bei der Tumor 
glykolyse Co-Fermente eine unentbehrliche Rolle spielen. Soweit nun abe: 
der Wirkungsmechanismus des Co-Ferments bei anderen Substraten (Hefe, 
Muskel, Erythrocyten) bis jetzt erforscht ist, erwies er sich zunachst fii 
den Vorgang der Phosphorylierung der Hexose von prinzipieller Wichtig- 
keit. Unter solehen Umstéanden ware es naheliegend, bei einem Substrat 
wie dem Tumorgewebe, dem ein besonderer Reichtum an Co-Ferment 
zugeschrieben wird, auch betrachtliche phosphorylierende Fahigkeiten 
anzunehmen. Dab dies bei den an dieser Frage interessierten Autoren 
nicht der Fall ist, hat seinen Grund in dem zuerst von Loebel, spaiter von 
Rosenthal, endlich von Harrison und Mellanby (8) erhobenen Befund, dat 
Tumorgewebe Hexosephosphorséuren entweder gar nicht oder nur auBerst 
langsam angreift, daB also die Tumorglykolyse von den Hexosephosphor 
siuren unabhingig ist. Nun ist aber gegen eine solche Argumentation der 
schon von Rosenthal angefiihrte Einwand zu beriicksichtigen, daB es sich 
beim Tumorstoffwechsel um andere Hexosephosphorsaiuremodifikationen 
handeln kénnte. Weiter steht diesen Befunden das schon erwahnte Ergebnis 
von Neuberg, Kobel und Laser (5) gegeniiber, daB mittels durch Aceton 
Ather getrockneten Tumorgewebes aus Hexosediphosphorsiure  grobe 


Mengen Methylglyoxal gebildet werden. Auch machen Harrison — uni 
Mellanby (8) selbst den Einwand, daB wenn man Hexosephosphorsaure 
ester als von Tumorgewebe unangreifbar ansieht — nunmehr eine Erklarung 


fiir'die von Lundsgaard zuerst beobachtete Hemmung der Tumorglykolyse 
durch Monojodessigsaure fehlt, deren Mechanismus wenigstens beim Muske! 
(Lundsgaard), namentlich aber bei Hefe [Yamasaki (18)], in einer Be 
hinderung der Bildung von Hexosephosphorsiureestern besteht. Nun 
kénnte allerdings unseres Erachtens die Aufklarung dieses Widerspruchs in 
dem von Barrenscheen und Braun (9) bei der Blutglykolyse erhobenen Befund: 
zu suchen sein, daB die Jodessigsdurewirkung ihre Hauptursache in einer 
Aufspaltung der ,,Pyrophosphatfraktion“, in der das Co-Ferment enthalten 
ist, hat, also eines Vorgangs, der mit der Bildung bzw. Aufspaltung der Hexose 
phosphorséure-ester zunichst nichts zu tun hat. Uberhaupt scheint uns 
bei einem vorlaufig so kontroversen Problem wie dem der Phosphorylierung 
durch Tumorgewebe zuniachst eine streng getrennte Betrachtung der Bildung 
und Zerstérung leicht hydrolysierbarer organischer Phosphate der sog: 
nannten ,,Pyrophosphatfraktion“ nach Lohmann (10) bzw. Adenosintriphos 
phorséure — und dann erst der Hexosephosphorsaureester notwendig zu sein 
Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem ersten Teil der 
Aufgabe; verwendet wurde eine Methode, deren sich Barrenscheen und 
Vasarhelyi (11) beim Studium der Blutglykolyse mit Erfolg bedienten 
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ese Autoren verfolgten gleichzeitig mit der Zuckerabnahme die Menge 
ies anorganischen und des leicht abspaltbaren Phosphats und konnten 
uf diese Weise feststellen, daB mit der fortschreitenden Glykolyse eine 
vanz bestimmte Bewegung der erwaihnten Phosphatwerte gesetzmibig 
konjugiert ist. Im wesentlichen geht aus diesen Versuchen hervor, daB 
im Laufe der Glykolyse das anorganische Phosphat im Blute abnimmt, 
dhrend die leicht abspaltbare Phosphorsdure entsprechend ansteigt. Aut 
Grund dieser mit der Glykolyse einhergehenden Umwandlung von anorgani 
schem in gebundenes Phosphat wird der Mechanismus der mit der Blut- 
vlykolyse verkniipften Phosphorylierungsvorgange erschlossen. 


In Anbetracht dieser Ergebnisse schien es uns angezeigt, die analoge 
Betrachtungsweise auf die Glykolyse von Tumorgewebe anzuwenden. 
Die zu diesem Zwecke vorgenommenen Versuche wurden am Fhrlich- 
schen Mdusecarcinom unter aeroben Verhaltnissen durchgefiihrt. Zu- 
nachst wurden aus den durch Dekapitation getéteten Tumormausen 
die etwa 14 Tage alten, walnuBgroBen, etwa 2 g schweren Geschwiilste 
ausprapariert und nach Entfernung von nekrotischen Teilen mit der 
Schere in tunlichst kleine Partikelchen zerteilt. Im Interesse eines 
quantitativen Arbeitens ware es wohl erstrebenswert gewesen, die 
Tumoren mit Hilfe eines Koliertuches zu einer Zellemulsion, wie sie zu 
zytolytischen Studien verwendet wird, aufzuarbeiten. Allein alle der- 
artigen Versuche schlugen fehl. 


Die Carcinom-Zellemulsionen waren auch in ganz frischem und nicht 
gewaschenem Zustande und auch unter anaeroben Verhiltnissen glyko- 
lytisch vollkommen unwirksam. Es scheint also die mit dem Durchkolieren 
verbundene strukturelle Schaidigung die glykolytische Fahigkeit zu ver- 
nichten. Auch in diesem Punkte sind die Erfahrungen der Autoren keines- 
wegs gleichsinnig. Wahrend Russel und Gye (12) nach mechanischer 
Schadigung ein bedeutendes Absinken der zuckerspaltenden Fiahigkeiten 
beobachteten, konnten We yerhof (13) und dann Alders, Chiari und Laszlo(14) 
das glykolytische Vermégen noch in zellfreien Extrakten nachweisen. 

Wir selbst waren auf Grund unseres eben erwahnten negativen Ergebnisses 
genotigt, den wie oben beschriebenen, durch Zerteilen mit der Schere ge- 
wonnenen Geschwulstbrei zu den Versuchen heranzuziehen. Dieser wurde 
mit 20cem einer 0,9°,igen Kochsalzlésung, die eine bestimmte Glucose- 
menge (100 bis 150 mg-°,) enthielt, und 2cem einer 0,4° igen Dinatrium- 
phosphatlésung versetzt. Die so angesetzten Proben wurden unter hiufigem 
Umschiitteln durch 4 bis 6 Stunden der Brutschranktemperatur ausgesetzt 
und wahrend dieser Zeit in der iiber dem Gewebsbrei stehenden Fliissigkeit 
stiindlich Bestimmungen der Glucose, des anorganischen und des leicht 
abspaltbaren Phosphats vorgenommen. Diese Versuchsanordnung ist, 
vom Standpunkt quantitativer Betrachtung, mit zwei prinzipiellen, aber 
unseres Erachtens kaurn vermeidbaren Fehlern behaftet. Zunachst konnten 


Barrenscheen und Vasdrhelyi (11) in Ubereinstimmung mit Lohmann bei 
Blutkérperchenglykolyse feststellen, daB das leicht abspaltbare Phosphat, 
die sogenannte Pyrophosphatfraktion, ausschlieBlich in den Blutkérperchen, 
aber nicht im Plasma vorkommt. Dementsprechend hatte in unserem 
Falle auch das Krebsgewebe untersucht werden miissen. Dies war aber 
wegen der oben erwahnten mangelhaften Zerteilung und der damit zu- 


oe 
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sammenhaingenden Unmdglichkeit einer genauen Abmessung aliquoter T: 
nicht durchfiihrbar. Doch war uns der Umstand giinstig, daB, abweiche: | 
von den Blutkérperchen, beim Karzinomgewebe leicht abspaltbares Phosph 
an die Umgebungsfliissigkeit abgegeben wird, was vielleicht mit ei: 
leichteren Permeabilitét der Krebszellen, wie man sie aus den elektrisc}) 
Widerstandsmessungen Watermans (15) oder den Phosphatausschwemmun, 
versuchen von Lange und Henning (16) bzw. von Meargath (17) ableit: 
kénnte, zusammenhangt. Ein weiterer Einwand ist darin gegeben, d 
durch die wiederholte Fliissigkeitsentnahme sich das Verhaltnis von Substrat 
zum umgebenden fliissigen Medium von Untersuchung zu Untersuchuny 
andert. Aus diesem Grunde wurde das besagte Verhaltnis sehr hoch gewaili!t 
(22 cem Fliissigkeit auf etwa 2g Tumor), um so die durch die Probeent 
nahmen entstehenden Anderungen tunlichst einzudaémmen. 

Die Zuckerbestimmungen erfolgten nach Hagedorn-Jensen. Zu 
Phosphatbestimmung wurde zundchst zwecks Erzielung einer fiir die Bo- 
stimmung geeigneten Konzentration je 1 ccm, gelegentlich 2 cem der iibe: 
dem Gewebsbrei stehenden Fliissigkeit mit destilliertem Wasser auf 7 bzw 
14 ccm verdiinnt und hiervon zur Ermittlung des anorganischen Phosphats 
2cem mit 8cem einer 10° igen Trichloressigsiure gefallt und das Filtrat 
nach Fiske-Subbarow untersucht. Zur Bestimmung des leicht abspaltbaren 
Phosphats, der sogenannten Pyrophosphatfraktion, wurden 2 bis 6 ccm 
der oben erwahnten Verdiinnung mit dem gleichen Volumen einer 20° ,igen 
Trichloressigsiure behandelt, vom Filtrat je 2cem mit 2ccm einer 2n 
Salzsiiurelésung versetzt und auf dem kochenden Wasserbad durch 7 bzw. 
30 bzw. 60 Minuten hydrolysiert. Die Anwendung der Fiske-Subbarow 
Methode auf diese Hydrolysate erfolgte unter Reobachtung der von Barre»: 
scheen und Vadsdrhelyi (11) hierbei angewendeten Abanderung. Es wurden 
leem der Molybdatlésung III nach Fiske-Subbarow und 0,4cem der frisch 
bereiteten Aminonaphtolsulfolésung zugesetzt und nach erzielter Farben- 
reaktion schlieBlich auf 10 ccm aufgefiillt. Die Standardlésung wurde 
zwecks Angleichung an die zu bestimmenden Proben in der Weise ve 
arbeitet, daB auf 5ccm derselben 10 cem der 20°, igen Trichloressigsaure, 
20 cem der 10°,igen Salzsiurelésung, 10 cem der Molybdatlésung IIT und 
4ecm der Aminonaphtolsulfolédsung zugefiigt und schlieBlich auf 100 ccm 
aufgefiillt wurde. 

In dieser Art wurden 13 Versuche ausgefiihrt. Die tiberwiegencde 
Mehrzahl derselben ergab, daB in vollkommender Analogie zu den von 
Barrenscheen bei der Blutglykolyse gefundenen Verhdltnissen auch die Tumor 
glykolyse mit einer Abnahme des anorganischen und Zunahme des leicht 
abspaltbaren Phosphats einhergeht. Diese GesetzmaBigkeit wurde in den 
ersten 4 Stunden festgestellt. Bei lingerem Aufenthalt der Proben im 
Brutschrank ergaben sich UnregelmaBigkeiten des Verlaufs, die mégliche: 
weise auf sekundire Prozesse (autolytische Vorgiéinge, Bakterienwirkung 
zuriickzufiihren sind. Weiterhin sei erwahnt, daB, soweit unsere Erfahrungen 
reichen, die Kurven des bei Hydrolyse durch 7, 30 bzw. 60 Minuten ab 
gespaltenen Phosphats gleichsinnig verlaufen und entsprechend den von 
Lohmann am Muskel und von Barrenscheen am Blut gewonnenen E1 
fahrungen nur unbedeutend differieren. 


Mit den beschriebenen Versuchen verfolgten wir den Zweck, ganz 
allgemein einen Zusammenhang zwischen Tumorglykolyse und Phosphor, 
lierung zu erweisen. Ein genauer Einblick in den Mechanismus der hie: 
herrschenden Verhaltnisse erscheint auf Grund des bisher vorliegender 
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laterials wohl noch nicht médglich. Insbesondere kann, wie schon oben 
rwahnt, nicht gesagt werden, ob die in diesen Versuchen erwiesene Phos- 
horylierung auBer der Existenz einer sogenannten ,,Pyrophosphatfraktion 
ich die Synthese von Hexosephosphorsaureestern einschlieBt, ferner, ob 
ie eine obligate oder bloB eine fakultative ist, ob also bei vollkommener 
\bwesenheit von Phosphaten nicht auch Glykolyse stattfinden kann 
Wir selbst haben in einer Reihe zur Kontrolle ohne Phosphatzusatz aus 
veftiihrter Versuche tatsachlich keine Glykolyse nachweisen kénnen, wahrend 
n eimgen anderen und bekanntlich auch in den grundlegenden Versuchen 
Warburgs eine solche feststellbar war. Doch ist hier selbstverstandlich mit 
der Méglichkeit zu rechnen, daB gewebseigenes Phosphat zur Phosphory- 
lierung herangezogen wurde. 

Unter diesen Umstanden war es naheliegend zu untersuchen, ob die 
von Barrenscheen- Braun (9) gofundene, bei Anwesenheit glykol ysehemmender 
Gifte erfolgende Umkehrung der Phosphatkurven ( Ansteigen des anorganischen, 
Absinken des Pyrophosphats) auch bei der Tumorglykolyse ein Analogon 
hat. Wir bedienten uns des Fluornatriums, von dem 0.4 cem einer 9° ,igen 
Losung den 20cem Gewebsaufschwemmung zugesetzt eine vollkommene 
(lykolysehemmung ergab. Wie nun die Versuche Nr. 7b, 8b, 9b, LOb 
lehren, zeigt sich tatsachlich eine weitqgehende Analogie mit dem eben er- 
wdhnten, bei der Blutglykolyse gefundenen Verhdltnissen. Dieser Befund 
kann wohl als weitere Stiitze fiir eine mit Phosphorylierung einhergehende 
Tumorglykolyse gewertet werden, 

Interessanterweise konnten wir das gleiche Verhalten der Phosphate, 
wie es nach Fluornatriumzusatz beobachtet wurde, gelegentlich auch in 
Fallen finden, wo die Glykolyse aus uns unbekannten Griinden von vorn- 
herein ausblieb (Versuch Nr. 11, 12, 13). Es scheint sich also in diesen 
Fallen um eine analoge Hemmung der Glykolyse wie durch Gifte zu handeln, 
und es liegt nahe, in Anlehnung an die Ergebnisse bei der Hemmung der 
Blutglykolyse auch in diesen Fallen an die Schddigung eines Co-Ferments als 
Ursache der fehlenden Glykolyse zu denken. 





s 
mg % Glukose 





16 
~~ 174 
8 
<= 
? \s0 
50 
0 
i 2+ 7 i —}— + i 
i -T |" 7 ad “Patent 
oe ee ee Ly gm digemmngennd 3 1, 
Q- 7h gh gh yh 2D 7h Qh gh yh QO 7 Qh GR yh go 7h Bh gh yh 
Zeit Zeit Zeit Zeit 
Abb. 1 Abb 2. Abb. 3 Abb. 4 
Versuch 7a Versuch 7b. Versuch Sa. Versuch 8b. 


Glueose 
—-—-— Anorganisches Phosphat 


—--—- Leicht abspaltbares Phosphat 





doydas 





Fu ur soydsoyqg 
























asoon|y WOZ qons.iead 
Layorlsopaany loreqipedsqe ascporpAyy inc 
Feeney pore ga rg9 
“ tr ' 
9 ae & 
G 6F G 
u 4 sotto F 6F l 
-Qv UQUIWOY[JOA Ula oUF nsldA Jase] 9 6F 9g 
Lal 19 ¥ 
€ 
9] 9¢ G 
18 aMy PIs z 6 : 9G I 
Uajsie UOp UL Golq ys! WayAgy UZJaSer) gy 6¢ Cc 
8 6¢ ¥ 
+ i) lf & 
g z 
o ) 6g ay I 
0 LY +6 : PF 
z 6 L¥ £6 t 
‘ 6 LF c6 g 
is 8 Ie G01 z 
3 9 9¢ 611 I 
b 29 Fal € 
‘O cl LY GE f 
= IT 1¢ 6F € 
= I = 1g LL G 
a 8 Ig 06 I 
= F (ay) 06 ° G 
CG SF €8 ¥ 
LI eg FOr € 
LI €¢ FIT G 
Ol Og 611 I 
Z 89 ira ani I 
“uly 09 UIA OF “UIAg L 0) o-7u 0 o-sul ‘pas “IN 
, : ylezesApoapaAy 
- FunyIuUUy : 1oydsoud , : 
x ut soyqdsoug JeqostuRsiouy os000if) WOZ, YOus19 A 
* 


péAH young 








. 9) QU 












51 
rt 


S 


ot + 











Dureh 


Hydrolyse 








z 
I} 


Zeit 


Versuch 


Hydrolysezeit : 


30 Min. 60 Min 


Min 


‘ 


mg-9/> 


Std. 


Nr 


Phosphorylierung bei der Tumorglykolyse. 


> > > 
N N N 
Z Z : 
N N N 
t~ x S.- 
2 2 

N N N 
va Zz 7 
=z = = 





NaF 
N i} 





36] 





S1;Coun NCI ON Ho DO HD CS MNSCSCHOMQ mwovcrw 

J De Ox ON HOS 1 OD O~ IL COS ODWBDOGQ ~-owss 

a a) Crm 30.4 =e Os Ooo woo AN SBOCAD -SNAN 
| Sian om 

2 |} oC Cn -—-2 -t~ coc —=— Oorrr maaAtS 
ts + TRmi mn oti wey OH Sa| S6SSSS 

Yen) a =) Be) | Na ~ © (~-=z t~ ™- me FRoaOAt~ oOowroevcsS 

N _cSC OD OD Oo NON er NO AN OAaGDZs — See 

‘ 
cle | oD mA + — Old — OOD —OIct + 


l 
ib 


7 

S 

Ss 
Ya 
( 


362 


Tabelle (Fortsetzung). 
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Zusammenfassung. 

1. Bei der aeroben Tumorglykolyse des Ehrlichschen Mause- 
earcinoms, die in zucker- und phosphathaltiger physiologischer Koch- 
salzl6sung untersucht wurde, zeigt sich in Analogie zu den von Barren- 
scheen und Mitarbeitern bei der Blutglykolyse gefundenen Verhaltnissen 
eine Abnahme des anorganischen und Zunahme des durch Saure leicht 
abspaltbaren Phosphats. 

2. Wenn die Tumorglykolyse durch Fluornatrium gehemmt wurde, 
war die Bewegung der Phosphatwerte eine umgekehrte. Die anorga- 
nische Phosphorsaéure stieg an, die durch Saure leicht abspaltbare 
Fraktion nahm ab. Also besteht auch hier eine Analogie zur Blut- 
glykolyse. 

3. Die Autoren schlieBen aus diesen Ergebnissen, daB die aerobe 
Tumorglykolyse mit Phosphorylierung einhergeht, lassen es aber 

a dahingestellt, ob diese Phosphorylierung eine obligate ist. 

4. Gelegentlich gefundene, spontan nicht glykolysierende Tumoren 
zeigten beim Aufenthalt im Brutschrank eine gleiche Bewegung der 
Phosphatwerte, wie das mit Fluornatrium vergiftete Gewebe. Hier 
ware vielleicht an eine Co-Fermentschaidigung zu denken. 
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Uber Beeinflussung glykolytischer Vorginge durch Carotin. 
Zugleich ein Beitrag zur Kenntnis der Blutglykolyse Krebskranker. 


Von 
Cornelia Wetzler-Ligeti und R. Willheim. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien und de1 
II. medizinischen Abteilung des Spitals der Israelitischen Kultusgemeinde. ) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Osterreichischen Gesellschaft 
zur Erforschung und Bekampfung der Krebskrankheit.) 


(Eingegangen am 16. August 1932.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Unter den in der Natur reichlich auftretenden gelben Farbstoffen 
(Carotine, Xantophylle, Bixine, Lycopine, Lipochrome usw.) wird dem 
Carotin von einer Reihe von Autoren [Arnaud (1), Willstdtter (2)| eine 
Bedeutung fiir den Ablauf des Oxydationsstoffwechsels zugedacht. Es 
liegt nahe, diesen Gedanken einer experimentellen Priifung zu unter- 
ziehen. 

Nach dieser Richtung ist zuerst eine vorlaufige Mitteilung Fodors (3) 
zu erwaihnen, der die Reduktion von Methylenblau durch lebende Backer- 
hefe mittels oxydierten Carotins zu hemmen vermochte. Auch konnte e1 
beobachten, daB die im System Methylenblau-Hefe durch KCN erfolgende 
Beschleunigung der Reduktion, die von K. Shibata und H. Tamiga auf eine 
Schadigung des Cytochroms zuriickgefiihrt wird, durch Carotin weitgehend 
riickgangig gemacht wird. Von Monaghan und Schmitt (5) wurden Versuche 
zur direkten Untersuchung des Einflusses von Carotin auf oxydative Vor- 
ginge ver6ffentlicht. Die Autoren untersuchten nach der manometrischen 
Methode von Warburg die Autoxydation der Linolensaure und stellten fest, 
da®B das reine Carotin auf den Sauerstoffverbrauch derselben hemmend, 
oxydiertes Carotin hingegen beschleunigend wirkt. 

Aus einer gréBeren Versuchsreihe, die der Beeinflussung oxydativer 
Prozesse durch Carotin gewidmet ist, wollen wir in der vorliegenden 
Mitteilung jene Untersuchungen besprechen, die sich mit dem Studium 
eines etwaigen Einflusses des Carotins auf die Glykolyse beschaftigen. 

Die Darstellung der verwendeten Carotinlésungen erfolgte nach Will- 
stdtter (2) in der Weise, daB mehrere Kilogramm von Mohrriiben (Daucus 
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arota) maschinell fein verrieben und hierauf durch ein Koliertuch 


lurchgepreBt wurden. Der so erhaltene PreBsaft wurde mit Bleiacetat 
refallt, der Niederschlag auf einer Nutsche abgesaugt und im Vakuum 
iber CaCl, getrocknet. Das staubtrockene Pulver wurde mehrfach mit 


Schwefelkohlensto{f erschépfend extrahiert, der Schwefelkohlenstoff bei 35° 
ibgedampft und der kristallinische Riickstand noch ein- bis zweimal mit 
Schwefelkohlenstoff umgelést. SchlieBlich wurde in Alkohol gelést und die 
ilkoholische Lésung mit Riicksicht auf die Gefahr der Oxydation im Eis- 
schrank bei Dunkelheit aufbewahrt. Es wurde Gewicht darauf gelegt, dab 
diese Vorratslésung eine bestimmte Konzentration aufwies, und zwar 
derart, da sie im Farbenton jener Kaliumbichromatlésung (n/2) glich, die 
von Folin fiir Kreatininbestimmung als Standard empfohlen wurde. Diese 
Vergleichslésung wurde aus dem Grunde gewihlt, weil der ihr eigene 
Farbenton etwa 500mal so stark ist als die Farbe der von H ymans van den 
Bergh (6) fiir die Lipochrombestimmung im Serum verwendeten Kalium- 
bichromatlésung. Von dieser Vorratslosung wurde ein Teil bei Bedarf in 
die gleiche Menge 50 bis 60° heiBen Wassers tropfenweise eingetragen, 
wodurch nach Abdampfen des Alkohols nun eine orangerote, fein kolloidale 
Carotinlésung resultierte. Bei dieser Gelegenheit sei betont, da streng 
darauf gesehen wurde, nur mit feindispersen, orangeroten, niemals aber 
mit triiben, zitronengelben oder gar farblosen Lésungen zu arbeiten. Nach 
zwei- bis dreitagiger Aufbewahrung der wiasserigen LOsungen wurde namlich 
in der Regel die eben geschilderte, vermutlich auf Oxydation und Ver- 
gréoberung des Kolloidcharakters beruhende Verianderung des Aussehens 
beobachtet. Derartige gealterte Lésungen zeigten nun im biochemischen 
Experiment ein von frischen Lésungen vollkommen abweichendes Verhalten. 

Die Untersuchungen, iiber die im nachfolgenden berichtet wird, 
behandeln die Beeinflussung der Hefegdrung und der Blutglykolyse 
durch Carotin. 

Als Hefepraéparat wurde zuniachst die kaiufliche Backerhefe verwendet. 
Diese wurde im Gewichtsverhaltnis von 1: 100 in Traubenzucker- 
lésungen verschiedener Konzentration (0,1 bis 2,5°,) zugesetzt und zu 
dieser Aufschwemmung ein Zehntel des Volumens Carotinlésung bzw. 
als Kontrolle destilliertes Wasser gegeben. Zu jedem Versuch wurden 
20cem Fliissigkeit in ein graduiertes Garungsrébrchen eingefiihrt 
und der Verlauf der CO,-Entwicklung im Wege von zehnminutlichen 
Abstinden durch 3 Stunden bei 28° verfolgt. Die folgenden Tabellen 
und Kurven geben iiber das Ergebnis Auskunft (Tabelle I). 

Es ergibt sich sonach das eindeutige Resultat, dap die Zugabe von 
Carotin die Gérung der Béckerhefe in verdiinnten Glucoselésungen be- 
schleunigt. In Zuckerkonzentrationen iiber 1°, gestalten sich die 
Verhaltnisse insofern komplizierter, als bei Carotinzusatz zundachst 
eine Verzégerung und erst spaiter (nach Verlauf von 30 Minuten) die 
oben besprochene Beschleunigung erfolgt. 

Die Versuche mit Blut wurden in der Weise angesetzt, daB etwa 
10cem Menschenblut durch Venenpunktion gewonnen und durch 
Schiitteln mit Glasperlen defibriniert wurden. Von diesem defibrinierten 
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Tabelle J. 


Garungsversuche mit Backerhefe. 
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tration = 
_ der 10 30 60 120 180 
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. Minuten 
0,1 ohne Carotin 0 Spuren 0,1 0,2 0.5 
mit _ 0,1 0,1 0,4 0.7 1,2 
0,2 ohne " 0 01 0,2 0.7 1,1 
mit “ 0,1 0.2 0,5 1.2 2 
0,5 ohne i 0 0,2 0,7 | 2 
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Abb. 1. Abb. 2 
Girungsversuch mit Biaickerhefe Garungsversuch mit Backerhefe 
Konzentration der Glucose 0,2 ° Konzentration der Glucose 0,5 ° 
ohne Carotin ohne Carotin 
eemneenmennend mit e " = mit 


Blut wurden 4 ccm mit 2 cem 0,25%iger Glucoselésung in physiologi 
scher (0,9°,iger) Kochsalzlésung und 2 ccm der oben besprochenen 
Carotinlésung bzw. destillierten Wassers versetzt und die bei Brut- 
schranktemperatur verschwindende Zuckermenge nach 30, 90 und 
150 Minuten mittels des Hagedorn-Jensenschen Verfahrens bestimmt 
Die folgende Tabelle IT, deren Ergebnisse durch einige Kurven ver-. 
deutlicht seien, zeigen, daB auch die Blutglykolyse durch Carotin deutlich 
beschleunigt wird (Tabelle IT). 

Um in den Mechanismus dieses Geschehens etwas mehr Einblick 
zu gewinnen, wurden die Versuche auf die anaerobe Blutglykolyse aus 
gedehnt. Zu diesem Zweck wurde nach den Angaben von Negelein (7) 
das defibrinierte Blut auf einen molaren Gehalt von 10° KCN gebracht 
und in diesem Zustande das Verhalten der nunmehr vollkommen 
anaeroben Glykolyse studiert. Wie die Tabelle III und die zugehérigen 
Kurven zeigen, ergibt sich das merkwiirdige Resultat, daB die anaerobe 
Blutglykolyse durch Carotin nicht beschleunigt werden kann. 
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Tabelle II. 
Glykolyseversuche im Blute. 
mg- Blutzucker nach 
er 

ich Herkunft des Blutes 0 10) oO 150 

Nr Minuten 
S. (., Hypertonie ohne Carotin 61 6 52 48 
mit 61 52 45 3S 
2 YP. A., Polyarthritis ohne 79 74 6S 65 
mit 79 52 50 50 
$3 Kk. J., Hypertonie ohne 5Y 43 41 34 
mit 59 34 32 17 
4 38. K., Nephritis ohne 150 145 124 115 
mit 150 138 115 43 
5 <A. J., Diabetes ohne 106 104 9? SS 
mit 106 7 66 H2 
6 H.R... Vitium ohne 97 86 7) 70 
mit 97 s4 6S 61 
7 RK. Y., Hypertonie ohne 69 53 50 44 
mit 69 44 42 97 
S Sch.S., Endocarditis ohne “ 166 155 135 
mit 166 141 124 
9 Sch. J., Cholecystitis ohne a 102 97 92 Sb 
mit 102 95 SI 6S 
10 K. H., Ekzem ohne 13S 136 136 13] 
mit 138 126 122 115 
lt H.K., Prurigo ohne 154 159 116 104 
mit 154 141 102 97 
12 F. W., Aorteninsuff ohne 136 136 126 124 
mit 136 129 122 105 
13. «OB. J, Vitium ohne . 120 120 115 115 
mit 120 117 113 104 
14 H.J., Chron. Obsti- ohne 120 117 113 108 
pation mit 120 111 104 97 
15 | B. L., Lu. Il ohne 124 121 117 110 
mit 124 119 115 101 
16 G. Th., Psammom- ohne 141 139 131 129 
durae matris mit 14] 134 124 120 
17 _~B. Th., Hypertonie ohne 120 1S 115 110 
mit 120 13 101 92 
18 P. D., Cholecysitis ohne 92 92 SS 66 
mit 92 79 66 52 
19 J. B.. Cholelithiasis ohne 152 150 129 124 
mit 152 152 120 10S 
20 LL. M., Ikterus ohne 106 100 Y4 SS 
mit 106 4? 4 7S 
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Dieses Ergebnis scheint uns insofern fiir die Klarung des Mechani 
mus der Carotinwirkung auf die Glykolyse von Interesse zu sein, al 
man hiernach wohl zur Vermutung berechtigt ist, daB der Angriffspunk 
des Pigments in der aeroben Phase der Glykolyse zu suchen sei. Mi 
dieser Annahme stehen Versuche in recht gutem Einklang, die mit 
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Abb. 3. Abb. 4. 
(Versuch Nr.4 aus Tabelle II.) (Versuch Nr. 10 aus Tabelle II.) 
Glykolyseversuche im Blute: Glykolyseversuche im Blute: 
ohne Carotin = ohne Carotin 
ame oe tt ‘ ——- mit * 


Hiihnerblut ausgefiihrt wurden. Vogelblutkérperchen zeigen ja dank 
ihres durch die erhaltenen Kerne bedingten unverhaltnismaBig starkeren 
oxydativen Stoffwechsels unter aeroben Verhaltnissen keine Glykolyse, 
wahrend unter anaeroben Verhaltnissen (z. B. KCN-Anwesenheit) 
eine deutliche Glykolyse einsetzt. Wenn nun dem Carotin der eben 
erwihnte, auf die aerobe Phase der Glykolyse gerichtete Wirkungs. 
mechanismus zukommt, dann war anzunehmen, daB Vogelblutkérperchen 
bei Carotinanwesenheit eine ihnen sonst abgehende glykolytische Fahigkeit 
in Erscheinung treten lassen. Dies ist, wie die Tabelle IV zeigt, tatsachlich 
der Fall. 

Wir erblicken in diesen Versuchsergebnissen eine Stiitze fiir die 
oben angefiihrte Auffassung, daB der Zusatz des Carotins entweder die 
Atmung hemmt oder sie sonst in ihrer Wirksamkeit gegenitiber det 
Glykolyse beeintrachtigt. Selbstverstandlich beziehen sich diese Er 
klarungsméglichkeiten zundchst nur auf die Blutglykolyse. 

Auf Grund der eben erérterten Verhaltnisse war es nunmehr von 
Interesse, die Carotinwirkung an einem Objekt zu studieren, dem ein 
rein anaerobe Glykolyse eigen ist. Von diesem Gesichtspunkt aus 
zogen wir die anaerob geziichtete Bierhefe in den Kreis unserer Versuche 
Denn hier liegt, umgekehrt wie bei den Vogelblutkérperchen, ein biologi 
sches Substrat vor, dessen oxydative Stoffwechselphase verschwindend 
gering ist im Vergleich zum anaerobiontischen Spaltungsstoffwechse| 
Wiahrend also beim Hiihnerblut durch Ausschaltung des starken oxy 
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Tabelle III. 
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Glykolyseversuche im Blute unter anaeroben Verhaltnissen. 





Dauer des 


Versuch Versuchs 


Nr Min 


30 
90 
150 


30 
90 
150 


30 
90 
150 


30 
90 
150 


Aerobe Glykolyse 


ohne Zusatz 
von Carotin 


113 
108 
102 


124 
117 
115 

99 


129 
125 
119 
115 





mit Zusatz 


Anaerobe Glykolyse 


mit Zusatz 
KCN 


von Carotin von 
131 134 
122 106 
114 77 
101 52 
117 117 
108 49 
8S 63 
84 52 
124 124 
106 113 
97 106 
81 88 
129 129 
114 112 
110 96 
106 SS 
Abb. 5 


mit Zusatz von 
N + Carotin 


134 
102 
93 
61 


117 
101 
63 
67 


124 
113 
102 

88 


129 
112 
106 

97 


Glykolyseversuch im Blute unter 
aeroben und anaeroben Verhadltnissen 
(Versuch Nr. 1 aus Tabelle III.) 








A = ohne Zusatz, 

B = mit Carotin 

i; = mit KCN, 

By mit KCN Carotin 
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Tabelle IV. Glykolyseversuche mit Hiihnererythrocyten. 








mg-° 9 Blutzucker nach 
Versuch 

i 30 ow mo 

Nr. Minuten 
1 ohne Carotin 159 159 159 159 
mit P 159 146 141 136 
2 ohne ‘ 141 141 143 141 
mit " 141 125 115 110 
3 ohne = 141 141 141 143 
mit i 141 115 97 &9 
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dativen Anteils eine betrachtliche Anderung der analytisch erfaBbaren 
Glykolyse erfolgt (ahnlich ist es auch bei der gleichfalls noch aero 


biontischen Backerhefe der Fall), ware — die Richtigkeit unserer Vor- 
stellung vorausgesetzt —- bei der von vornherein anaeroben Bierhefi 


durch Zusatz eines Mittels, das bloB die aerobe Phase beeintrachtigt, 
keine Férderung des Glykolyseeffektes zu erwarten. Die folgenden, 
mit Bierhefe ausgefiihrten Versuche entsprechen nicht nur dieser Er 
wartung, sondern sie zeigen sogar ein vorderhand unerklarliches Defizit 
gegentiber der ohne Carotin angesetzten Kontrolle. 


Tabelle V. 


Garungsversuche mit Bierhefe. 





Konzen- Produzierte cem CO, nach 
tration a 
der 10 30 60 120 180 
Glucose : . 
0}, Minuten 
0,1 ohne Carotin Spuren 0,1 0.3 0.6 09 
: mit ‘ 0 0 Spuren 0,1 0,2 
0,2 ohne Spuren 0,2 0,6 1,0 1.5 
mit " 0 Spuren Spuren 0,2 0, 
05 ohne ss 0.1 0,4 1,0 2.2 3.0 
mit = 0 Spuren 0.2 0.6 1.4 
1 ohne S 0,2 0,7 1.5 2.6 4,2 
mit a 0 0,2 0,7 1.5 2,2 
2.5 ohne a 0,3 0.8 1,9 3,4 5,5 
mit ad 0,1 0.3 0,9 19 3,4 
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gS Lit 
n 0 20 8 70 80 
Zelt in Min 
Abb. 6. Abb. 7. 
Garungsversuch mit Bierhefe Garungsversuch mit Bierhefe. 
Konzentration der Glucose 0,2 9/5. Konzentration der Glucose 0,5 ° 
~ ohne Carotin = ohne Carotin 


ed mit a —— = mit . 


Im Anhang an die Mitteilung dieser Ergebnisse wollen wir im folgenden 
noch einige Versuche mitteilen, denen ein gewisses klinisches Interesse 
zukommt. Bekanntlich nimmt nach den grundlegenden Forschungen 
O. Warburgs das Krebsgewebe unter den anderen Geweben insofern eine 
Sonderstellung ein, als die sehr starke anaerobe Glykolyse, die es aufweist, 
auch unter aeroben Verhialtnissen nur wenig eingeschrankt wird. Als Er- 
klarung dieses sonderbaren Verhaltens mu entweder eine quantitativ 
zu geringe oder in ihrer Wirksamkeit unzulaingliche Atmung angesehen 
werden. Fischer-Wasels (8) berichtet, daB diese Eigentiimlichkeit bei an 
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T abelle 


Vi. 


Glykolyseversuche im Blute Krebskranker. 





Herkunft des Blutes 


kK. W., Ca. ventriculi 


.R.W., Ca. ventriculi 


H. N., Ca. recti 

W. K., Ca. hepatis 

Busyn, Ca. prostatae 

R. W., Ca. vesicae 
Feleae 

FF. S., Ca. ventriculi 

U. R., Ca. Polipos. 


recti 


L. L., Ca. vesicae 
Feleae 

S. P., Ca. pancreatis 

B. K., Ca. mammae 

R. B., Ikterus Ca. 
ventriculi 

F. B., Ca. ventriculi 

Z. J., Ca. recti 

B. W., Ca. mammae 

R. k., Ca. ventriculi 

J. C., Ca. recti 

D. F., Ca. vesicae 


Feleae 


W. B., Ca. pancreatis 


ohne Carotin 


mit 


ohne 
mit 


ohne 
mit 


ohne 
mit 


ohne 
mit 


ohne 
mit 


ohne 


mit 


ohne 
mit 


ohne 
mit 


ohne 
mit 


ohne 


mit 
ohne 
mit 
ohne 
mit 


ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 


mit 


ohne 
mit 


ohne 


mit 


ohne 
mit 


ohne 
mit 


- 


mg- 


Blutzucker nach 


30 


90 


Minuten 


141 
143 
102 
106 
54 
79 
79 
79 
127 
127 
89 
SY 
79 
107 
YY 
106 


65S 
145 
151 


104 
108 


bo 


124 
124 

88 
106 


90 


70 


150 


11) 
106 


54 
88 


6S 
70 
69 
61 


97 


140 


Bemerkungen 


Fehlbefund 


Feblbefand 
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Spontantumoren erkrankten Carcinommausen auch den gesunden Organ: 
anhaftet. Friiher schon hatten Dische und Laszlo (9) iiber ein verstarkt 
glykolytisches Vermégen der krebsfreien Organe bei Carcinommausen | 
richtet, wahrend Neuschlosz (10) die Atmung der Organe bis auf die d: 
Milz vermindert fand. 

Da nun in unseren Carotinversuchen, wie oben gezeigt wurde, a: 
scheinend ein Mafi fiir die den glykolytischen Stoffwechselvorgang bee 
trachtigenden oxydativen Prozesse gewonnen wird, lag es nahe, zu unte: 
suchen, ob das glykolytische Vermégen der Erythrocyten krebskranke: 
Menschen durch Carotin in gleicher Weise beeinfluBt wird wie das Nicht 
krebskranker, deren Glykolyse durch Carotin gesteigert wird. 





% Blutzucher 
8 





mg 





— 
ae 
— 








| | a 
0; 0 r ~ 150 > —w 9 150 
, Zeit in Min. Zeit in Min. 
Abb. 8 Abb. 9. 
(Versuch Nr.4 aus Tabelle IV.) (Versuch Nr. 2 aus Tabelle IV.) 
Glykolyseversuch im Blute Krebs- Glykolyseveisuch im Blute Krebs- 
kranker. kranker. 
— ohne Carotin ohne Carotin 
—— = mit a mit 


Tatsaéchlich ergaben nun 18 von 20 untersuchten Carcinomfallen 
(Tabelle VI) insofern ein vollkommen abwegiges Verhalten, als es hier 
durch Zusatz von Carotin nicht gelang, eine Steigerung der Glykoiyse hervor 
zurufen. Wenn wir die oben besprochene Auffassung der Carotinwirkung 
diesen Beobachtungen zugrunde legen, so wird die Sonderstellung de 
Erythrocyten Krebskranker etwa in der Weise zu erkliren sein, daB hie 
konform mit den erwaihnten Befunden von Fischer-Wasels an gesunden 
Organen krebskranker Menschen eine gegeniiber dem glykolytischen Prozels 
so wenig wirksame Atmung besteht, da®B sich deren Dampfung durch 
Carotin nicht bemerkbar macht. Diese interessanten Befunde werden 
gegenwartig an einem gr6Beren klinischen Material iiberpriift und hierbe: 
auch die Frage des praktischen Ersatzes des Carotins durch Cyankaliun 
studiert. Hieriiber soll demnachst berichtet werden. 


Zusammenfassung. 


1. Carotin beschleunigt die durch Backerhefe bewirkte Garung 
verdiinnter Zuckerlésungen. 

2. Carotin beschleunigt die Glykolyse defibrinierten Blutes. 

3. Diese Beschleunigung fallt bei durch KCN-Zusatz anaerol 
gestalteter Blutglykolyse weg. Sie greift also offenbar an den aeroben 
Vorgingen an. Diese Auffassung wird dadurch gestiitzt, daB die aero) 
keine Glykolyse liefernden roten Blutkérperchen der Végel bei Carotin 
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usatz eine solche zeigen und da} umgekehrt rein anaerob lebende Bier 
hefe durch Carotin in ihrem Garvermégen nicht gesteigert wird. 

4. Die Glykolyse des Blutes krebskranker Menschen zeigte im 
allgemeinen keine BeeinfluBbarkeit durch Carotin. Diese Sonder- 
stellung hangt méglicherweise mit einer von vornherein relativ geringen 
bzw. gegeniiber der Glykolyse sehr wenig wirksamen Atmung des 
Blutes krebskranker Menschen zusammen. 
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Uber den Gesamtsteringehalt yon Cerealien und Hiilsen- 
friichten sowie die Wege seiner Ermittlung. 


Von 
Elisabet Keding. 
(Aus dem Laboratorium der Universitats-Kinderklinik Miinchen.) 
(Eingegangen am 19. August 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber den Steringehalt von Pflanzen, besonders von Cerealien und 
Hiilsenfriichten, besitzen wir immer noch keine genauen Kenntnisse. 
Die meisten Untersucher haben lediglich das Vorkommen von Phyto- 
sterin dargetan. 

M. Taylor Ellis wies nach, daB das Hauptphytosterin des Weizenkorns 
Sitosterin sei, das nach Anderson ein untrennbares Gemenge optischer 
Isomere des Cholesterins ist, wahrend die iibrigen Pflanzensterine eine 
etwas andere Konstitution aufweisen. In der Kleie fand sich ein Phytosterin 
von abweichendem Schmelzpunkt. Sehr wichtig ist die Beobachtung, dat 
die normal ausgewachsene Weizenpflanze einen weit gréBeren Sterin 
vorrat besitzt als das Korn, aus dem sie entstanden ist, wogegen eine im 
Dunkeln gezogene (sogenannte etiolierte) Pflanze nicht mehr als ihr Same 
enthalt. Von verschiedenen Pflanzenmehlen berichten Zechmeister und 
Tuszon iiber einen Steringehalt von etwa 0,4°,, der trockenen Droge. 

Wie im tierischen, so sind die Sterine auch im pflanzlichen Organismus 
Begleiter der Fette und treten bis iiber die Halfte als Ester hoher Fett 
siuren auf. Thre Konzentration ist in Pflanzenfetten und Olen jedoch gréBer 
und betrigt bis gegen 1°., im Sheafett sogar 3,8°,. So wissen wir durch 
Nirmal Kumar, da®B das Jutesamendél 0,61°,, Sterin enthalt, und kennen 
durch Ossowskys Untersuchungen Sterine des Spinats, der Orangenschalen, 
des Lorbeerfettes, solche im Corchus6l, in Maisseide, in Gingko und anderen 
mehr. Auch hat Ossowsky auf Schwankungen des Pflanzensteringehaltes 
hinsichtlich der Wachstumsperiode, der Jahreszeiten, ja sogar der Tages 
zeit aufmerksam gemacht. Pfeiffer schlieBt aus dem im Sommer erhéhten 
Blutsteringehalt der Weidenrinde auf einen zu dieser Zeit erhéhten Sterin- 
gehalt der Pflanze. 


Wenn man bedenkt, welch fester Panzer das Innere von pflanzlichen 
Produkten umgibt, so darf man erwarten, daB ein Vorgehen, bei dem 
die Zellmembranstruktur am meisten verdndert, gelockert oder ge- 
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sprengt wird, bei dem infolgedessen lésende Agenzien quasi gedffnete 
fore und zudem eine méglichst groBe angreifbare Oberflache finden 
kénnen, auch die gréBte Ausbeute liefern wiirde. Der Versuch, die 
Sterine aus Pflanzenteilen einfach durch Atherextraktion heraus- 
zulésen, wird da eine Grenze finden, wo dem Lésungsmittel etwa 
zu Cellulosekammern der Weg versperrt ist. Von den festen Form- 
gebilden, aus denen die pflanzliche Zellmembran besteht, ist die erste, 
die wahre Cellulose, nur zum geringen Teil in Wasser unter Druck 
loslich. Ein weiterer, kleiner Teil der Cellulose ist durch verdiinnte 
Sauren hydrolysierbar, der Hauptanteil jedoch erst durch starke Séuren. 
Ganz ahnlich verhalten sich die anderen Bestandteile, die Lignin- und 
Cutinsubstanzen. Obwohl zwar der Stoffaustausch des Protoplasten 
mit seiner Umgebung sehr rege ist und sich die Pflanzenhiillen fiir 
organische Lésungsmittel als durchgaingig erweisen, bleibt es immerhin 
fraglich, ob das mit groBen Molekeln beladene Lésungsmittel, in unserem 
Falle also die aitherische Sterinlédsung, nicht mindestens teilweise die 
Membranen wie geléste Salze, Zucker und erst recht gréBere Molekeln 
impermeabel antreffen. 


Methodik. 

Vergleichsweise stellten wir also folgende Verfahren einander gegenitiber : 

1. Das Untersuchungsmaterial wird in der Miihle gleichmaBig und 
méglichst fein zerkleinert. Dann wird es 24 Stunden lang im Soxhlet am 
Sandbad mit Ather extrahiert. Die ersten Extraktanteile sind griinlich 
gefarbt, nach einigen Stunden schon flieBt der Ather farblos ab. Nach 
beendeter Extraktion wird die Atherlésung eingeengt, zum Riickstand 
werden dann 25 ccm einer Na-Alkoholatlésung zugesetzt, die letzten Ather- 
mengen noch ganz verjagt, und nun verseift man | Stunde lang am Riick 
fluBkiithler. Der Kolbeninhalt tarbt sich dabei braun. Man iiberfiihrt dann 
mit Wasser ziemlich rasch das Reaktionsgemisch erstarrt sehr bald 
in einen Scheidetrichter und schiittelt fiinfmal mit etwa 30 cem Ather aus. 
Die Atherlésung wird nun mit Wasser gewaschen, bis die Waschfliissigkeit 
gegen Lackmus neutral reagiert. Dann wird der Ather verjagt, der Riick 
stand in 25cem absolutem Alkohol aufgenommen und das Unverseifbare 
nach Windaus mit 1° ig. Digitoninlésung hei®B gefallt. Das Digitonid fallt 
bisweilen schon beim Abkiihlgn aus. Man JaBt im Eisschrank tiber Nacht 
stehen und nutscht friihestens nach 12 Stunden auf Sinterglasgoochtiegeln 
ab, wascht dreimal mit eisgekiihltem Alkohol, dreimal mit Ather, trocknet 
bei 105°, LaBt im Exsikkator erkalten und bringt alsdann zur Wagung. 

2. Beim zweiten Verfahren wird der Verseifung ein aufschlieBender 
HydrolysenprozeB vorangeschickt. Das wie oben vorbereitete Material 
wurde vorerst | Stunde in destilliertem Wasser im Wasserbad unter Riick 
fluBkiihlung erhitzt und dadurch zur Quellung gebracht. Auf 10 bis 20 g 
werden 200 cem Aqua dest. verwendet. Weitere 6 Stunden wird dann nach 
Zusatz von 50 cem einer 20° ig. Salzsiure erhitzt. Man laBt nun abkiihlen, 
trigt in kleinen Portionen Atzkali ein; und dies mu vorsichtig geschehen, 
um das bei der Salzbildung leicht eintretende Schaiumen zu vermeiden. 
Unter Braunfarbung tritt allmahlich Lésung ein, und bei weiterem einstiin 
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digen Erhitzen am Wasserbad bleiben nur die widerstandsfahigen Spelz 

zuriick. Das Hydrolysat wird dreimal mit je 100 cem Ather im Scheid 

trichter ausgeschittelt. Zu ausreichender Trennung der Beriihrung 

schichten ist ein Zusatz von 50 cem Alkohol erforderlich. Der Ather wird 
dann wieder wie oben gewaschen und zu v6lliger Trennung mdglicl 

| Stunde stehengelassen. Dann wird der Ather wieder verjagt, das Hyd: 

lysat mit 25cem Na-Alkoholat 1 Stunde lang verseift, das Unverseifba 

ausgeaithert und genau wie beim ersten Verfahren als Digitonid getal!t 
getrocknet und gewogen. 


Versuchsergebnisse. 
Wie aus Abbildungen. und Versuchsprotokollen hervorgeht, be: 
staitigt sich die Vermutung, es werde durch die quellende und auf- 


schlieBende Vorbehandlung des Materials die Ausbeut: 
99 103 











Worf = an Sterin gesteigert. Ein fiir Sterinbilanzversuche 
SPCR , (Hentschel!) an der legenden Henne zur Verwendung 
4 S 3s gelangendes Hiihnerfutter besaB einen Gesamtsterin 
Sge4 a gehalt von 103,3 mg-°,, wie die nach dem Hydrolys 
20) S verfahren ausgefiihrten Analysen ergaben. Wurde es 
, ohne Vorbehandlung im Soxhletapparat extrahiert, so 
eile lieBen sich nur 98,6 mg-°, Sterin gewinnen, die Differenz 
Analysen. der Ausbeute betragt demnach 4,5 °%. 


Wie die Versuchsprotokolle im einzelnen zeigen, ergeben sich bei 
der Bearbeitung des Hiihnerfutters groBe Schwankungen, derart, dal 
auch einmal die Ergebnisse des direkten Ausatherns héher als die 
Ausbeute nach vorangegangener Hydrolyse waren. Es ist indessen mit 
groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen, da es auch nach langerer 
Zeit nicht gelungen war, das Futter gleichmaBig zu durchmischen, es 
fanden sich immer wieder Bezirke, in denen das beigemengte (ge- 
trocknete) Griinfutter reichlicher anzutreffen war als an anderen 
Es diirfte daher berechtigt erscheinen, das Durchschnittsergebnis aus 
acht Untersuchungen in der auf 8.379 graphisch dargestellten Weise zu 
verwerten. Nach den oben angefiihrten Erwagungen iiber die Lockerung 
der Cellulosemembranen miiBte die GréBendifferenz beider Verfahren 
mit der Schwierigkeit, die Cellulosehiillen zu sprengen, zunehmen 
Bei ganz gleichem Vorgehen haben sich denn in der Tat ganz grobe 
Unterschiede ergeben. 

In der folgenden Zusammenstellung sind die untersuchten Cerealien 
und Hiilsenfriichte nach der Reihenfolge der AufschlieBbarkeit geordnet 
Der Gesamtsteringehalt wird durch die volle Saule dargestellt und bezieht 
sich auf Milligramm Phytosterin in 100g Ausgangsmaterial. Der 
schraffierte Teil der Saule driickt den nach dem direkten Soxhlet 


! Zeitschr. f. Kinderheilkde. 52, 623, 1932. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
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Nr. 


18/19 


31/32 


33 


28/29 


30 


22/23 


20/21 


| 
| 
| 
24/26 


11/12 


16/17 
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Weizenmehl 
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2 Extraktionen 
von Nr. 31 


Gelbe Erbsen 


2 Extraktionen 
von Nr. 28 


Haferflocken 
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Hafermark 
Klopfer 


2 Extraktionen 
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mg-° 
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39 
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20 
20 
20 
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20 
20 


10 
10 
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81,25 
74,16 


77,66 
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42.38 
41,13 
42,38 
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30 
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30 
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20 
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20 
20) 
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20 
20 


30 
30 
30 
30 
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29,75 
29.5 
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85,41 
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56.0 
63,5 


: 2 
bo S10 


CO 
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41,76 


1,72 
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verfahren gefundenen Wert aus. Die darunter stehenden Prozent- 
siulen bezeichnen die zugunsten des Hydrolyseverfahrens gefundenen 
Unterschiede. Samtliche Daten sind Mittelwerte zahlreicher gleich- 
sinniger Parallelversuche. 















































Aus den dargestellten Ergebnissen und pe AJ 
Versuchsprotokollen geht hervor, daB Weizen 
wesentlich leichter aufschlieBbar ist als Hafer, set af 
was durchaus mit den Erfahrungen der Er- . ei j 
nihrungsphysiologie tibereinstimmt und u. a. § « 795 N 
mit dem erhdhten Kieselsiuregehalt der In- ¥ ”| 7 59 
krusta zusammenhiangen diirfte. Die Unter- al i at 
schiede zwischen Mais und Weizen sowie yet 
zwischen Bohnen und Erbsen sind nicht sehr a N 4 
betrachtlich. Das verschiedene Ergebnis von i . 
Weizen und Weizenmehl beziehen wir auf die a 
groBen Schwankungen in der Zusammen- | 
setzung, nicht zuletzt auch hinsichtlich des Abb. 2. 


Cellulosegeriistes, die der Verschiedenheit des 

Ackerbodens zuzuschreiben sind. Wir wissen nicht nur, dai ein und 
dieselbe Pflanzenart auf verschiedenen Béden ganz verschieden gedeiht, 
sondern auch in ihrem Feinbau und ihrer Zusammensetzung grofe 
Unterschiede aufweist. In zwei Versuchen (Nr. 37 und 39, sowie 25 
und 27 der Protokolle) haben wir Extraktionsgut der Soxhletpatronen 
einer erneuten, lange fortgesetzten Ausitherung unterworfen. Bei dem 
ersten, an Weizen angestellten Versuch konnte die ohnehin nicht 
erhebliche Differenz durch die weitere Extraktion ausgeglichen werden. 
Dagegen konnte im anderen Falle (Hafermark) ‘die groBbe Differenz 
von 42,8% nur ganz geringfiigig vermindert werden. 

Aus den eben mitgeteilten Ergebnissen scheint uns mit aller 
Deutlichkeit die Forderung zu sprechen, bei der Ermittlung extrahier- 
barer Pflanzenbestandteile vorher die Zellstruktur in der angegebenen 
Weise energisch zu zerstéren. 


Zusammenfassung. 

1. Das Ergebnis von Phytosterinanalysen hangt sehr wesentlich 
von der Vorbehandlung der Cellulosestruktur des Untersuchungs- 
materials ab. 

2. Vorherige Laugenhydrolyse steigert die Ausbeute gegeniiber 
dem alleinigen Soxhletverfahren. 

3. Der Steringehalt verschiedener Cerealien und Hiilsenfriichte 
wird ermittelt. 
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Dem verstorbenen Leiter des Laboratoriums der Kinderklin 
Miinchen, Herrn Dr. Herbert Hentschel, und seinem Nachfolger, |) 
Hermann Mai, bin ich fiir ihre Hilfe zu groBem Dank verpflichtet 
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Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine kirzlich von Barrenscheen und Filz in dieser Zeitschrift! 
veréffentlichte Mitteilung tiber die Konstitution der Adenylpyrophosphor- 
siure, in der eine vorlaufige Konstitutionsformel aufgestellt wird, ver- 
anlaBt mich, iiber einige Versuche zu berichten, die in den letzten 
Jahren zu demselben Thema ausgefiihrt wurden. Es handelt sich 
hierbei insbesondere um die Frage, wie die beiden leicht hydrolysier- 
baren Phosphorsiuremolekiile der Adenylpyrophosphorsiure an dem 
Adenylsaurerest gebunden sind. Meine bisherigen Versuche gestatten 
nur, eine Reihe von méglichen Bindungsformen auszuschlieBen. Eine 
solche auszuschlieBende Moiglichkeit wird nun gerade von Barrenscheen 
und Filz angenommen, und zwar die Bindung von zwei Phosphor- 
siuremolekiilen an der Aminogruppe des Adenins: 


0 
N=C—NH, 
) : OH OH ox 
HC C—N C—C—C—C—C H,.0.P=0 
i sa sm a 
n-c-nN7CH HHH 


Adenylsaureformel nach Levene 


In einer friiheren Mitteilung? iiber die biologischen Eigenschaften 
der Adenylpyrophosphorséure und ihrer Derivate war kurz erwahnt 


1 Barrenscheen u. Filz, diese Zeitschr. 250, 281, 1932. 
2 Lohmann, ebenda 287, 458, 1931. 
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worden, daB die Adenylpyrophosphorsaure durch salpetrige Saure zu 
Inosinpyrophosphorsiure desaminiert wird. Die Griinde, die di 
Autoren trotz die¢ses Ergebnisses zur Aufstellung ihrer Konstitutions- 
forme! fiihrten, sind folgende: 1. Nach der Abbildung auf S. 292 ihre; 
Abhandlung ist die Geschwindigkeit der Desaminierung der Adeny! 
pyrophosphorsaiure mit salpetriger Saure langsamer als die der Adeny! 
siure: 2. gelang den Autoren nicht die Darstellung der Inosinpyro 
phosphorsaiure: statt dessen erhielten sie (in geringer Menge) Inosin- 
saure, die durch gleichzeitige Phosphorsiureabspaltung (der geschwin- 
digkeitsbestimmenden Reaktion bei der Desaminierung mit salpetrige: 
Saure) entstanden ist; 3. kann die Adenylsiure durch den Muskelextrakt 
von Schmidt! enzymatisch desaminiert werden, dagegen nicht dis 
Adenylpyrophosphorsaure. Dies verschiedene Verhalten der Adeny]- 
pyrophosphorséure gegeniiber der Adenylsaure wird damit erklart, dal 
die Aminogruppe der Adenylpyrophosphorsaure durch Veresterung mit 
den beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsiuremolekiilen besetzt 
ist. Eine Desaminierung kann dann also immer erst nach der De- 
phosphorylierung stattfinden. 


Dazu ist zunachst folgendes zu bemerken. Die Autoren haben, wie 
aus den von ihnen ver6ffentlichten Hydrolysenbestimmungen (1. ¢. 8. 289 
hervorgeht, wenigstens zum Teil, mit Praparaten gearbeitet (die nach 
einer eigenen Methode dargestellt waren), die in dem einen Falle nu: 
zu 2, in dem anderen nur zur Halfte aus Adenylpyrophosphorsaure 
bestanden haben. Es sei hier daran erinnert, daB in der Adenylpyro- 
phosphorsdure das Verhaltnis von in heiBer Saure leicht hydrolysier- 
barem Phosphat zu schwer hydrolysierbarem 2: 1 ist®. Dies Verhaltnis 
ergibt sich aus der verschiedenen Aufspaltungsgeschwindigkeit der 
drei Phosphorsiuremolekile, die ebenso wie fiir jeden anderen Ester 
eine physikalisch-chemische Konstante ist. Diese Bedingung ist ein 
einfach feststellbares Kriterium fiir die Reinheit der Adenylpyrophosphor- 
siure, die unbedingt erfiillt sein muB. (Es gilt natiirlich nicht der um- 
gekehrte Satz.) 

Im einzelnen ist zu den drei obigen Punkten auszufihren: 1. Nach 
meinen Versuchen (vgl. Tabelle I) ist die Geschwindigkeit der che- 
mischen Desaminierung von Adenylpyrophosphorsiure und Adeny!- 
siure praktisch gleich. Die Messungen erfolgten nach der mano- 
metrischen Methode von van Slyke’. Hierbei wurde gefunden, daB die 
Adenylpyrophosphorsaure in 5,0 com Reaktionsvolumen (davon 1,0 cem 


1 Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 243, 1928. 


OD 


2 Lohmann, Naturwiss. 17, 624. 1929; diese Zeitschr. 233, 460, 1931; 
Fiske u. Subbarow, Science 1929, II, 381. 
3 van Slyke, J. of biol. Chem. 88, 415, 1929. 
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Kisessig und 2,0 cem 60°, ige NaNO,-Lésung) nach 30 Minuten bei 20° 
vollstandig desaminiert wird. (Aus der Inosinpvrophosphorsaure wird, 
wie zu erwarten, nach van Slyke und enzymatisch in Extrakten, die 
\denylpyrophosphorséure desaminieren, kein NH, abgespalten). Dem- 
vegeniiber gab das Priparat der Autoren maximal nur 71,5°, Amino-N, 
was auf eine Verunreinigung schlieBen laBt (vgl. oben). Dies erklart 
die angegebene geringere Desaminierungsgeschwindigkeit aber nur zum 
Teil. Betreffs Punkt 2 wird nach der im experimentellen Teil (S. 387) 
angegebenen Darstellung von Inosinpyrophosphorsaéure durch Desami- 
nierung mit salpetriger Saure nur ein unwesentlicher Teil des leicht 
hydrolysierbaren Phosphats als anorganische Phosphorsiure abgespalten 
(etwa 3 bis 5%), wahrend nach der Formulierung von Barrenscheen 
und Filz eine 100°%,ige Abspaltung stattfinden miiBte. Die Eigen- 
schaften der Inosinpyrophosphorsaure schlieBen auch aus, daB das leicht 
hydrolysierbare Phosphat etwa als anorganische Pyrophosphorsaure 
abgespalten ist. Zu dem dritten Punkt, der fermentativ nichterziel- 
baren Desaminierung der Adenylpyrophosphorsaure im Gegensatz zur 
Adenylsaure in einem auf besondere Weise hergestellten Muskelextrakt !, 
die ich vollauf bestatigen kann, fiihren die Autoren selbst aus, dab 
dieser Unterschied nicht zwingend fiir eine Substitution der Amino- 
gruppe spricht; er kann durch eine Substratspezifitit des Ferments 
erklart werden, da auch Hefeadenylsiure sowie Co-Zymase nicht des- 
aminiert werden. Auch in den nach der Vorschrift von Meyerho/* 
hergestellten Muskelextrakten verlauft die Desaminierung der Adeny!| 
pyrophosphorsaure fast stets wesentlich langsamer als die der Adeny]- 
saure. 

Einen weiteren Beitrag zu der Frage, ob die Aminogruppe in de1 
Adenylpyrophosphorsiure substituiert ist, liefert der Vergleich der 
enzymatischen Desaminierung und Dephosphorylierung. Bei voli- 
standiger Umwandlung der Adenylpyrophosphorsiure in Inosinsiaure 
wird auf zwei Molekiile abgespaltene Phosphorsiure 1 Molekul Am 
moniak gebildet. Eine Zusammenstellung der bisherigen Literatur 
findet sich bei Mozolowski, Reis und Sobczuk®. Es mag nech aus det 
ersten Mitteilung tiber die Auffindung der Adenylpyrophosphorsaure 4 
die Feststellung erwahnt werden, daB Desaminierung und Dephosphory- 
lierung nicht synchron zu verlaufen brauchen. Diese Angabe stiitzte 
sich auf bisher noch nicht veréffentlichte Versuche, die nach Art der 
Parnas schen Methode® zur Bestimmung der traumatischen Ammoniak- 


1 


Der Extrakt ist auch nach Mg-Zusatz phosphatatisch unwirksam. 
2 Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 

3 Mozolowski, Reis u. Sobezuk, ebenda 249, 157, 1932. 

4 Lohmann, Naturwiss. 17, 624, 1929. 

5 Parnas u. Mozolowski, diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 
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bildung im Froschmuskel angestellt waren. Hierbei wurde gefunden 
daB beim kurzen Zerdriicken eines Froschgastrocnemius in destillierten 
Wasser die NH,-Bildung die Phosphorsiureabspaltung iiberwiegt 
wahrend umgekehrt im alkalischen Medium, wo nach Parnas kein 
NH,-Bildung statthat, Phosphorsiure abgespalten wird. Die Des 
aminierung kann also der Dephosphorylierung parallel laufen, wie man 
zumeist im Muskelextrakt mit praformierter oder auch zugesetzte: 
Adenylpyrophosphorsaure findet, vorangehen oder auch nachfolgen 
Die Frage ist von Interesse, da auBer diesen Versuchen bisher nur ein 
Parallelgehen oder Nachfolgen der NH,- Bildung festgestellt ist. Man 
koénnte dann namlich annehmen, da der Ammoniakbildung, die nach 
Embden! am unmittelbarsten auf die als Kontraktion bei der Muskel- 
tatigkeit in Erscheinung tretenden Kolloidvorginge einwirkt, eine 
Phosphorsaureabspaltung vorangehen oder mindestens gleichzeitig mit 
ihr erfolgen miiBte. Diese Annahme zu machen ist also nicht not- 
wendig. 


Eine nachfolgende N H,-Bildung ist leicht reproduzierbar; hieraut 
soll nicht naher eingegangen werden, da die Frage von Mozolowski 
c.s. (l.e¢.) behandelt ist. Weniger leicht reproduzierbar ist der Nach- 
weis der vorangehenden Desaminierung. Die Versuche wurden in der 
Weise angestellt, daB der eine Froschgastrocnemius als Kontrollmuskel 
sofort in Trichloressigsiure abgetétet wurde, wahrend der korrespon- 
dierende Muskel mit Sand in destilliertem Wasser zerrieben und nach 
einer gewissen Zeit Trichloressigsiure zugegeben wurde. Parnas schreibt 
fiir die Bestimmung der traumatischen NH,-Bildung ein Zerdriicken 
von 15 Sekunden und ein Stehenlassen von 2 Minuten vor. Nach dieser 
Zeit ist die Dephosphorylierung aber schon zumeist zu weit vorgeschritten. 
Im allgemeinen empfahl sich fiir unsere Versuche ein 30 Sekunden 
langes Zerdriicken des Versuchsmuskels (0,5 bis 1 g) in 3 cem Wasser 
bei Zimmertemperatur und Abtéten nach | Minute langem Stehen 
In der Mehrzahl der Versuche iiberwiegt dann die N H,-Bildung die De- 
phosphorylierung (vgl. Tabelle II auf 8. 390). 


Es bleibt noch nachzuweisen, daB das Reaktionsprodukt die 
Inosinpyrophosphorsaure ist. Die betreffenden Versuche wurden im 
Dezember 1929 ausgefiihrt. Fiir jeden Versuchsansatz wurde die Mus- 
kulatur von zehn Temporarien benutzt, indem jeder Schenkel einzeln 
in destilliertem Wasser zerrieben und dann mit Trichloressigsaure ent- 
eiweiBt wurde. Die vereinigten Extrakte wurden nach einmaliger 
Fallung mit Quecksilbernitrat tiber das Ba-Salz fraktioniert und in 
den Praiparaten, deren Hg- und Ba-Salze mit denen der Adenylpyro- 


1 Embden, Klin. Wochenschr. 9, 1337, 1930. 
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hosphorsaure und Inosinpyrophosphorsaure tibereinstimmten, das Ver- 
iltnis von leicht hydrolysierbarem P zu schwer hydrolysierbarem, 
owie das Verhaltnis von Gesamt-N zu Gesamt-P bestimmt. Dies 
Verhaltnis ist fiir Adenylpyrophosphorsiure 2:1 bzw. 5: 3, fiir Inosin- 
pvrophosphorsaure 2:1 bzw. 4:3. Fiir diese Versuche mubte darauf 
veachtet werden, daB die traumatische N H,- Bildung méglichst beendet 
ein sollte. Es war daher eine lingere Expositionszeit des zerriebenen 
Muskelbreis zu wahlen (11), bis 2 Minuten). Zahlreiche Versuchsansitze 
vingen dann aber verloren, da die Ausbeute wegen zu weitgehender 
Dephosphorylierung zu gering war; bei kiirzerer Expositionszeit lag 
indererseits das Verhaltnis von Gesamt-N zu Gesamt-P naher bei 5:3 
ils bei 4:3. Die vereinigten Praparate von zwei als gelungen zu_be- 
trachtenden Versuchsansatzen hatten die Zusammensetzung von Cy) 9, 
Ny 0, Pog, statt des theoretischen Verhaltnisses fiir Inosinpyrophosphor- 
siure von C,)N,P, (CH- und N-Analyse von Dr. Weil, Miinchen). Das 
Verhaltnis von leicht hydrolysierbarem zu schwer hydrolysierbarem P 
war 2,05. Das Praparat bestand also zu? , bis 4. aus Inosinpyrophos- 
phorsaure. 

Nach bisher nicht ausfiihrlich veréffentlichten elektrotitrimetrischen 
Bestimmungen besitzt die Adenylpyrophosphorséure vier Saurevalenzen 
pro Molekiil', nach der Abspaltung der zwei leicht hydrolysierbaren 
Phosphorsauremolekiile durch saure Hydrolyse sechs. (Barrenscheen 
und Fiz finden fiir die intakte Adenylpyrophosphorsaure fiinf bzw. sechs 
Saurevalenzen.) Von den vier Siurevalenzen der nicht aufgespaltenen 
Adenylpyrophosphorsaure sind drei von der GréBenordnung der ersten 
Dissoziationskonstante der Phosphorsaure und eine von der der zweiten; 
nach saurer Hydrolyse der freien Saure im Wasserbad werden, wie 
zu erwarten, je drei Saurevalenzen von der GréBenordnung der ersten 
sowle der zweiten Dissoziationskonstante gefunden. Davon miissen 
je zwei den beiden abgespaltenen Phosphorsiuremolekiilen und zwei 
der Pentosephosphorséure angehéren. (Die dritte Hydroxylgruppe der 
anorganischen Phosphorsiure, die im stark alkalischen Gebiet liegt, 
wird nicht mitgemessen. Dieses Hydroxyl ist es, das bei der Ver- 
esterung stets abgebunden wird.) Das Vorliegen von nur vier Saure- 
valenzen in der intakten Verbindung gegeniiber sechs in der auf- 
gespaltenen ist wesentlich fiir die Konstitutionsformel der Adenyl- 
pyrophosphorsaure, in der also zwei sekundare Hydroxylgruppen der 
Phosphorsiuremolekiile verestert sein miissen, so dab fiinf von den 
neun insgesamt vorhandenen Hydroxylgruppen der drei Phosphor- 
siuremolekiile esterartig gebunden sind!. 


1 Vgl. Meyerho/, Die chemischen Vorgange im Muskel, 8S. 85ff. Berlin, 
J. Springer, 1930. 
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Fur die Bestimmung der leicht hydrolysierbaren Phosphorsaure \) 
Geweben usw. ist die Hydrolyse in n HCl im siedenden Wasserba:! 
empfohlen worden'. Unter dieser Bedingung werden zwei von de) 
drei Phosphorsduremolekiilen der Adenylpyrophosphorsaéure innerha!! 
7 Minuten abgespalten und kénnen als o-Phosphorsiure bestimmt 
werden. Hierbei ist nicht feststellbar, ob beide Phosphorsiuremolekiil: 
mit derselben Geschwindigkeit abgespalten werden, da die Halbwerts 
zeit dann nur knapp J!/, Minuten betraigt. Verfolgbar wird die Ab 
spaltung bei der Hydrolyse in n/25 HCI bei 100° (Halbwertszeit 
15 Minuten) und noch besser in n Essigsaiure (Halbwertszeit bei 100! 
40 Minuten). In Tabelle IIIT auf 8. 393 ist ein Hydrolyseversuch mit 
Adenylpyrophosphorsaure, Inosinpyrophosphorséure, Pyrophosphor 
siure und Metaphosphorsaure in n Essigsiure bei 100° wiedergegeben., 
aus dem zu ersehen ist, da beide Phosphorséuremolekiile in den beiden 
Purinderivaten mit derselben Geschwindigkeit abgespalten werden 
Die nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen berechneten 
Konstanten zeigen fiir Adenylpyrophosphorsiure und Inosinpyro- 
phosphorséure keinen wesentlichen Unterschied. 


Eine weitere Untersuchungsreihe bildete die Bestimmung de 
Spaltungsgeschwindigkeit der Nucleosidbindung in der Adenylpyro 
phosphorsaéure bei saurer Hydrolyse, also die Spaltung in Adenin und 
Pentosephosphorsaure. Diese Spaltung verliuft nur wenig langsame: 
als die der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsauremolekiile. Fiir 
die praparative Bearbeitung der Adenylpyrophosphorséure und ihrer 
Derivate ergibt sich daraus, daB eine Herstellung der Adenylsaure durch 
saure Hydrolyse praktisch nicht méglich ist. Hierfiir kommt nur dic 
neutrale bzw. schwach alkalische Hydrolyse der Erdalkalisalze der 
Adenylpyrophosphorsaure in Betracht. Auf diesem Wege ist also auch 
nicht die Entscheidung méglich, ob die beiden leicht hydrolysierbaren 
Phosphorsauremolekiile an den Adeninrest oder an den Pentosephosphor- 
sdiurerest gebunden sind. 


1 Diese Zeitschr. 202, 466, 1928; 233, 460, 1931. Die Methode ist eine 
Differenzbestimmung und kann verhaltnismaBig einwandfrei nur dann in 
Gemischen mit anderen Phosphorsdiureestern angewandt werden, wenn 
deren Verseifungsgeschwindigkeit um wenigstens zwei Zehnerpotenzen 
verschieden ist. Wenn dieser Unterschied geringer ist (z. B. bei Hexose 
diphosphorséure), muB eine Korrektur eingefiihrt werden, die naturgemiil) 
die Fehlerbreite der .,Hydrolysenmethode* erhéht. Uber den Gehalt an 


einzelnen P-Verbindungen in Gemischen vermag die Hydrolysenmethode 
nur da etwas auszusagen, wo die einzelnen Komponenten und deren Auf 
spaltungsgeschwindigkeit bekannt sind. In Gemischen mit unbekannten 
P-Verbindungen stellt die H ydrolysenmethode unter giinstigen Bedingungen 
wenn die Spaltungsgeschwindigkeiten stark differieren, nur einen geeigneten 
Test fiir die Isolierung bzw. nihere Charakterisierung dar. 
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Kurz zusammengefaBt ergibt sich also aus meinen bisherigen Ver- 
suchen, daB die beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsauremolekiile 
der Adenylpyrophosphorsaure nicht an die Aminogruppe des Adenins 
gebunden sein kénnen. Dem Frgebnis der Elektrotitration wird ferne1 
am besten nur eine Formulierung gerecht, daB zwei Phosphorsaure- 
molekiile wie in der Pyrophosphorséiure miteinander verbunden sind, 
was mit dem priparativen Befund iibereinstimmt. Aber auch unter 
Beriicksichtigung dieser Forderungen gibt es verschiedene Méglichkeiten 
der Formulierung, die zurzeit auf Grund mehr oder weniger gut ge- 
stiitzter Annahmen nur allgemein erértert werden kénnten!. 


1. Darstellung von Inosinpyrophosphorsiure. 


Zur Darstellung der Inosinpyrophosphorsiure werden 0,5 g luft- 
trocknes Ba-Salz der Adenylpyrophosphorsiure in 1,0 cem 1 n HC! 
gelést, mit 5ccm Wasser verdiinnt, mit einer K,SO,-Lésung das Ba 
ausgefallt, abzentrifugiert, der BaSO,-Niederschlag mit 3 ccm Wasser 
gewaschen und die vereinigten Lésungen mit 2,5 cem Eisessig und 5 cem 
60 %igem NaNO, 4 bis 6 Stunden im Zimmer stehengelassen. Nach 
dieser Zeit macht man unter Kiihlung mit 2 n NaOH eben lackmus- 
alkalisch, gibt 3cem 3n BaCl, zu und fallt mit der doppelten Menge 
Alkohol aus. Der Niederschlag wird nach dem Abzentrifugieren in 
etwa 50 ccm Wasser aufgeschwemmt, mit wenig HCl in Loésung ge- 
bracht und die Umfallung mit Alkohol, jetzt mit derselben Menge wie 
die wasserige Lésung, nach Neutralisieren wiederholt. Die P-Analyse 
des Niederschlags, der nur noch wenig Nitrit enthalt, ergab einen 
Gehalt an anorganischer Phosphorsiure von etwa 5°, vom leicht 
hydrolysierbaren P, wahrend das Ausgangspraparat 2°, enthalten hatte. 
Die Abspaltung von anorganischer Phosphorséure ist also nur gering- 
fiigig. Die letzten Reste von Nitrit entfernt man entweder mit Harn- 
stoff in schwach salzsaurer Lésung oder allein durch weitere Um- 
fallungen des Ba-Salzes. Fiir diese Umfallungen macht man nach 
jedesmaligem Lésen des Niederschlags in HCl die Lésung mit NaOH 
nur eben lackmusneutral, setzt jedesmal einen Tropfen einer 25°, igen 
Ba-Acetatlésung hinzu und fallt mit der halben Menge an 95°,igem 
Alkohol aus. Vier bis sechs Umfallungen geniigen im allgemeinen zur 
vollstandigen Entfernung des Nitrits. Zur weiteren Reinigung wird 
der Niederschlag noch dreimal mit Wasser gewaschen, jedesmal mit 


1 Nac/ trag bei der Korrektur. Nach Klimek u. Parnas (diese Zeitschr. 
252, 392, 1932) bildet die Adenylsaure aus Muskulatur (im Gegensatz zu 
der aus Hefenucleinséure) ein komplexes Kupfersalz. Auch die Adeny] 
pyrophosphorsaure gibt nun eine solche Komplexverbindung. Die Pentose 


der Adenylpyrophosphorséure sollte demnach ebenfalls noch die beiden 
korrespondierenden Hydroxylgruppen wie die Adenylsaure enthalten. 
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etwa ', des Volumens an Alkohol versetzt und das Ba-Salz schlieBlic! 
mit absolutem Alkohol entwassert und zunachst im evakuierten Ex 
sikkator tiber CaCl, und schlieBlich nach feinem Pulverisieren im 
Vakuum tiber P,O; bei 80° getrocknet. An der Luft nimmt dies ge- 
trocknete Salz ebenso wie das Ba- Adenylpyrophosphat wieder Wasser auf 

Die Analyse eines im November 1929 hergestellten Praparats erga} 
23,40°,, P.O; (kolorimetrisch bestimmt, Verhaltnis von leicht hydrolysier 
barem P zu schwer hydrolysierbarem 1,98), die CH- und N-Analyse (von 
Dr. Wel, Miinchen): 

3.840 mg Substanz 1.955 mg CO, und 0,805 mg H,O, 
4,390 ,, s = 0,2529 com Ny, (719,22°). 
Gefunden 13,89, C, 2,35°, H, 6,31°, N, 23,40% POs. 
Hieraus berechnet sich ein Verhaltnis von 
10,25C, 4,0 N, 2,97 P 
statt des theoretischen fiir Inosinpyrophosphorséure von 10 C, 4 N, 3 P. 

Durch Hydrolyse in schwach barytalkalischer Lésung wird die Inosin- 
pyrophosphorsaure analog der Adenylpyrophosphorsaéure in Inosinséure 
und Pyrophosphat (neben anorganischem Phosphat) aufgespalten. 

Die Isolierung der Inosinsiure erfolgte als Ba-Inosat. 

Die Léslichkeitsverhaltnisse des Ba-Inosinpyrophosphats — ent- 
sprechen denen des Ba-Adenylpyrophosphats. Insbesondere gelingt es 
nicht, durch fraktionierte Ba-Fallung eine Aufteilung der Fraktionen 
zu erzielen, die ein anderes Verhaltnis von leicht hydrolysierbarem P 
zu schwer hydrolysierbarem als zwei besitzen. Dies gelingt jedoch 
sofort nach der neutralen Hydrolyse des Ba-Salzes. 

Im Gegensatz zur Adenylpyrophosphorséure wird aus der Inosin- 
pyrophosphorsaiure enzymatisch kein NH, abgespalten. 

DaB in der Inosinpyrophosphorséure die Bindung der beiden leicht 
hydrolysierbaren Phosphorsiuremolekiile noch dieselbe sein mu wie 
in der Adenylpyrophosphorséiure, geht ferner aus folgendem hervor: 
Die Hydrolysenwarme! der Adenylsaiure betragt bei der enzymatischen 
Abspaltung von 1 Molekiil NH, pro Mol 8000 cal, bei der Adenylpyro- 
phosphorsaure fiir die Abspaltung von 1 Molekiil NH, und 2 Molekiilen 
o-Phosphorsaure 32600 cal, bei der Inosinpyrophosphorsaure fiir die 
Abspaltung von 2 Molekiilen Phosphorsaure 25000 cal. Die Hydrolysen- 
warme der Phosphorsdureabspaltung aus Adenylpyrophosphorsaure 
und Inosinpyrophosphorsiure sind also gleich. Ferner bedingt nach 
Meyerhof? die enzymatische Dephosphorylierung der Inosinpyro- 
phosphorsiure dieselbe Volumenkontraktion wie die der Adenylpyro- 
phosphorsaure. 


1 Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 2538, 431, 1932. 
* Meyerhof, Vortrag auf dem Physiologen-KongreB in Rom 1932. 
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Geschwindigkeit der Desaminierung von Adenylpyrophosphorsiiure und 
Adenylsiiure mit salpetriger Siure. 

Die Amino-N-Bestimmungen erfolgten nach der manometrischen 
\Methode von van Slyke. Um die Messungen stets bei derselben Tempe- 
atur vornehmen zu kénnen, wurde fiir alle Versuche der Wassermantel 
les Apparats von Wasser, das in einem Thermostaten auf 20° gebracht 
war, durchflossen. Fiir jeden Versuchsansatz wurden nach Vorschrift 
l.dcem Eisessig und 2,0 ccm 60°,iges NaNO, verwendet. Die Ge- 
schwindigkeit des Umsatzes hingt von der Verdiinnung durch die 
Versuchslésung ab. Es wurde gefunden, daB bei 20° und einem Gesamt- 
volumen von 5,0 cem der Umsatz von Adenylpyrophosphorsaiure und 
\denylsiure nach 30 Minuten beendet ist. 

Tabelle J. 
Vergleich der Desaminierung von Adenylpyrophosphorséure und Adenylsiure 
mit salpetriger Saure nach der manometrischen Methode von van Slyke. 








Adenylpyrophosphors&ure Adenylsiure wei.a 
ol. der 
. Datem ee — —- —- — — a - meek 
Amino- ge- abge- Amino- ge- abge- : 
} funden spalten N funden spalten — eit 
Min. } 7 ‘ } } ig ccm 
1* | 7. VII. 1930 2,5 163.0 30,7 19 186,0 36.2 20 
5 67.5 41 785 42 
10 110.4 bs 119.0 64 
15 130.2 80 141.0 76 
2 117. VII. 1930 5 154.0 33,0 21 185.0 33,0 18 15.0 
10 48,3 31 54,4 29 15,0 
3 || 6. VIII. 1932 5 194 58.4 30 214 59,9 28 8,0 
15 112,0 dS 125.8 a9 8.0) 
30 206,0 (106) 212,0 99 5.0 
* In derselben Versuchsreihe wurden gefunden 1. fiir Hefeadenylsdure 5’ 42° 9, 10’ 61 
15' 7999; 2. fiir Adenosin (aus Hefenucleinsiure): 5' 45° 9, 10’ 66°/,; 3. fiir Adeninsulfat (aus 


Adenylpyrophosphat): 5’ 54°/o. 

In Tabelle I ist ein Teil der Versuche wiedergegeben. Der Gehalt 
an Amino-N ist als }}, des nach Kjeldahl bestimmten Gesamt-N_ be- 
rechnet. Der Vergleich der prozentualen Amino-N-Abspaltung aus 
der Adenylpyrophosphorsaure und Adenylsdiure laBt keinen wesent- 
lichen Unterschied in der Geschwindigkeit der Desaminierung erkennen. 
Das Mittel aus allen Versuchen ergibt eine etwas schnellere Desami- 
nierung der Adenylpyrophosphorsaure. 

%. Vergleich der enzymatischen Desaminierung und Dephosphorylierung der 
priformierten Adenylpyrophosphorsiure in zerriebener Froschmuskulatur, 


Die Fragestellung ist eingehend auf 8. 383 besprochen. 


Methodik. Die Frésche (Temporarien scheinen fiir diese Versuche geeig- 
neter als Eskulenten zu sein) waren in Eis gekiihlt. Der eine Gastrocnemius 
Nr. a) wurde sofort im Morser in einem (gekiihlten) Gemisch von 3.0 cem 
Wasser — 4,0 ccm 8°, iger Trichloressigsaure abgetétet, der andere (Nr. b) 
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unmittelbar darauf in 3,0 ccm destilliertem Wasser von Zimmertemperat i. 
mit Sand zerrieben, was etwa 30 Sekunden in Anspruch nahm, und dann 
noch 30 Sekunden bis 2 Minuten bis zum Abtéten mit Trichloressigsaur 
stehengelassen. In der Spalte ,,Bemerkungen* der Tabelle II bedeutet d 

erste Zahl die Dauer des Zerreibens, die zweite die Zeit des Stehenlassens. Di 
trichloressigsaure Lo6sung wurde in ein Zentrifugenglas gegeben und zentr 

fugiert. Fiir die NH,-Bestimmung (nach Parnas) wurden, ohne zu filtrieren, 
2,0 cem abgenommen. Der Rest der Lésung wurde filtriert und in je 1,0 ce: 

das Phosphat als ,,direkt bestimmbares Phosphat*‘, nach ,,7-Minuten-H ydr« 

lyse** und nach ,,30-Minuten-H ydrolyse*S in n HCl bestimmt. Der Gehalt 
an leicht hydrolysierbarem P,O, ist die Differenz aus dem Wert fiir di 
..7-Minuten-H ydrolyse** und das ,,direkt bestimmbare Phosphat*. 

Bei der vollstandigen Desaminierung und Dephosphorylierung de: 
Adenylpyrophosphorsaiure wird auf 2 Molekiile Phosphorsaéure 1 Molekii 
NH, abgespalten. In Werten fiir Milligramm P,O; und NH,-N ausgerechnet 
ist das Verhaltnis 142: 14, also etwa 10. In der Spalte ,,Verhaltnis P,O 
: NH,-N** besagt also ein kleineres Verhaltnis als 10, daB die NH,-Abspaltung 
die Abspaltung des leicht hydrolysierbaren Phosphats tiberwiegt. 

Die wiedergegebenen Versuche wurden im August 1932 angestellt. 
Versuch | ist der einzige aus einer Serie von vier Versuchen mit 2 Minuten 
langem Stehenlassen, wo die NH,-Bildung iiberwog. Zu den iibrigen acht 
Versuchen gehoren noch vier, in denen das Verhaltnis P,O; : NH -N zwischen 
8 und 10 lag. Die drei Versuche 5 bis 7 mit 30 Sekunden langem Stehen 
lassen des zerriebenen Breies konnten saémtlich angefiihrt werden. 

Die Versuche | bis 7 sind mit Gastrocnemien von Temporarien aus- 
gefiihrt, Versuche 8 und 9 mit einem Teil der Oberschenkelmuskulatu: 
(Adduktoren). 

Tabelle II. 





mg P, 0; pro g mg Pyrophosphat y NH3-N pro &  Verhiltnis 


, Muskel- P2 05 prog P, O- Bemer- 
Nr. gewicht - -—————— et x H . kungen 
direkt 7’ 30' ee _ oe se a 
g funden spalten funden  bildet 

la »~ | 1,76 | 2,35 | 241 | 0,59 97 4,7 7 > ib, 3 
b | 95 | 174 | 208} 209 094 | 975 gag | | 48 

da ~o 1,96 2.69 2,85 0,73 se Ee 30”, 1 
b 0.58 9°91 259 270 0.38 0.35 77.0 71 49 

3a -, 1,87 2,67 2,81 0,80 7 6,2 mi 30”, 1 

/ ; 2 g 

b 970 | 195 | 248 | 266) 0,58 | %! | gaz | © 4, 

4a .q 2,01 2,65 2,77 0,64 9 6,0 o 30”, 1 
p 69 901 258/263 052 2 o95 | | 50 

Da 1.69 233 241 0,64 . | 11,8 : 30", 30 
bp 964 y'71/ 219/233 048 O16 | ggg | 25 GA 

6a os 186 2,61 2,74 0,75 7,4 P ‘ 30°, 30 
p 73 | 1'93 2'57 263 0.64 FL g5'5 | 28 3.9 

7a 1,65 2,34 245 0,69 7,2 o- 29 30”, 30 
p O81 | 4'73 934 245 061 FF | gig | 2 | F2 

; 95 3 953 265 35 57 30" 

Sa 0,950 1,68 2.53 2,65 0,85 0.21 Ss 41 bl —. © 
b 0,853 1,53 217 2,36 0,64 47.9 

Ya 0,644' 2,01 2,73 2,89 0,72 0 44 99 0 ae ld 


b 0,641 1,92 2.64 275 0,72 26.1 
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4. Elektrotitrationskurve der Adenylpyrophosphorsiure. 

Die fiir die Messung verwendete Adenylpyrophosphorsiure wurde 

us dem Ba-Salz durch Umsatz mit H,SO, hergestellt. Ein Teil der 

freien Saure wurde im eingeschmolzenen Reagensglaschen im siedenden 
Wasserbad 3 Stunden hydrolysiert (,,aufgespaltene Adenylpyrophosphor- 
siure’’ = Adenin + Pentosephosphorsiure + 2 0-Phosphorsiure). Die 
Hlektrotitration erfolgte in den friiher! beschriebenen GefaBen. Die 
Konzentration der Adenylpyrophosphorsiure (Versuch vom 31. Ok- 
tober 1929) war 0,0354 m (aus P-Ana- 
lyse), die der Natronlauge 0,10875 n. 
Verwendet wurden 3,0 ccm Adenyl- ‘ | | | 
pyrophosphatlésung. In Abb. 1 sind / 
die Elektrotitrationskurven der Adeny]- 6 | = 
pyrophosphorsaure (o—o) und der auf- 
gespaltenen Verbindung ( » < ), um- 
verechnet fiir Aquivalente Lauge, auf- 
gezeichnet. Die beiden Kurven iiber- 
schneiden sich zwischen py 5 und 5.5 
und weichen dann infolge des Auf- 
tretens von neuen Saurevalenzen in 
der aufgespaltenen Verbindung sehr 
stark voneinander ab. Der Unterschied 





entspricht fast zwei Siuregruppen. Bei 
Abb. 1. 

2 Elektrotitrationskurve der Adenyl- 

lvsierbaren Phosphorsiuremolekiile der pyrophosphorsiure  ( und 

nach dreistiindiger Hydrolyse bei 

100° 

bzw. schwach alkalischer Lésung findet Abszisse: py 


der Abspaltung der beiden leicht hydro- 





\denylpyrophosphorsaure in neutraler 





also eine betrachtliche Sauerung statt, Ordinate: Aquivalente HeO lH 

, . ; Die freie Adenylpyrophosphorséure 
die aber bei der enzymatischen Auf- hesitzt vier titrierbare Saure- 
spaltung durch die gleichzeitige NH, “*len#em, nach, der hydrolytischen 
Bildung annahernd kompensiert oder 
sogar tiberkompensiert wird*; bei der Spaltung der Adenyvlpyrophosphor- 
saure in schwach barytalkalischer Lésung tritt diese Sauerung in 
vollem Umfang auf. 

Aus dem Vergleich des Anfangsteils der beiden Kurven ergibt sich, 
daB die ersten Dissoziationskonstanten der Phosphorsiuren in der 
Adenylpyrophosphorséure durch die Veresterung starker sind als in 
der anorganischen Phosphorséure. Dies stimmt mit den friiher ge- 
machten Erfahrungen an den Hexosephosphorsiurestern iiberein®. Zu 


1 Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 64, 1928. 

2 Lipmann u. Meyerhof, ebenda 227, 104, 1930. 

3 Meyerhof u. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926; Meyerhof u. 
Lohmann, ebenda 185, 113, 1927. 
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beachten ist, da die beiden Kurven zwischen dem zweiten und dritt: 
Laugenaquivalent weniger weit im sauren Gebiet liegen, als d 
ersten Dissoziationskonstante der Phosphorsiure entsprechen wiird 
Hier macht sich der EinfluB der Aminogruppe des Adenins bemerkbar 
Es ist nun bezeichnend, daB dieser Teil der Kurve sowohl in der Adeny 
pyrophosphorsaure wie in der aufgespaltenen Verbindung vollig gleiv 
verlauft. Dies ist als ein weiterer Anhaltspunkt dafiir aufzufasse: 
daB die Aminogruppe des Adenins in der Adenylpyrophosphorsau: 
mit basischer Valenz reagiert und da diese durch die hydrolytisch: 
Abspaltung der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsauremolekiil: 
nicht erkennbar verandert wird. 


5. Aufspaltungsgeschwindigkeit der Adenylpyrophosphorsiure, Inosinpyro- 
phosphorsiiure, Pyrophosphorsiure und Metaphosphorsiure in n Essigsiure 
bei 100°, 


Von den verschiedenen Bestimmungen zur quantitativen Ver 
folgung der Geschwindigkeit, mit der die beiden leicht hydrolysierbare: 
Phosphorsauremolekile in der Adenylpyrophosphorséure hydrolysiert 
werden, sei ein Versuch in Tabelle III wiedergegeben, und zwar im 
Vergleich mit Inosinpyrophosphorsaure, Pyrophosphorséure und Meta 
phosphorsdiure. Die Hydrolyse erfolgte in n Essigsiure bei 100) 
(Wasserbad). 


Die Lésungen der vier Substanzen mit 0,23 bis 0,27 mg leicht hydr 
lysierbarem P,O, pro Kubikzentimeter, die 0,1 mg o-Phosphat-P,O; pro 
Kubikzentimeter als Zusatz erhielten, wurden mit derselben Menge 21 
Essigsiure versetzt. Fiuw jede Versuchszeit wurden 2,0 cem in ein Reagens 
glischen eingeschmolzen. Der Zusatz von anorganischem Phosphat ist 
notwendig, um die Farbtiefe bei der kolorimetrischen Bestimmung in 
Bereich des Beerschen Gesetzes zu haben. Fiir diese Untersuchungen kommt 
nur eine kolorimetrische Methode in Betracht. Gravimetrische Fallungs 
methoden sind nicht méglich, wie die Fallung als MgNH,PO, oder als 
Strychninphosphormolybdat, da hierbei unzersetzte Verbindung teilweise 
mitgerissen wird, oder als Phosphorammoniummolybdat, da diese in zu 
stark saurer Lésung erfolgen mu, wo dann schon eine Zersetzung statthat 


Die Konstanten sind nach der Formel 


1 le? 
ig 
4—t “a—a, 


0 


berechnet. 


Als Praparate fiir Pyrophosphorséure und Metaphosphorsaure dienten 


das Natriumpyrophosphat ,,pro analysi‘* von Merck und das metaphospho1 
saure Kalium ..chemisch rein‘* von de Haén. Dieses Salz wurde in ver 
diinnter HCl gelést, filtriert und die Lésung neutralisiert. 


1 Vgl. die Elektrotitrationskurven der Adenylsaure und Inosinsaur: 
von Wassermeyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 241, 1928. 
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Der Gehalt an leicht hydrolysierbarem P,O, in der Adenylpyrophospho1 
siure und Inosinpyrophosphorséure wurde fiir die Berechnung des pri 
zentualen Zerfalls und damit der Konstante durch 7-Minuten-H ydrolys 
in n HCl im siedenden Wasserbad ermittelt. Er war 0,250 bzw. 0,262 mz 
P,O; pro Ansatz. Der Gehalt der Pyrophosphorséure und Metaphosphor 


siure pro Ansatz betrug 0,230 bzw. 0.273 mg P,O,; pro Ansatz. 


Wie sich aus Tabelle III ergibt, zeigen die Konstanten fiir dix 
vier Substanzen untereinander keine gréBeren Unterschiede, mit Aus 
nahme der Pyrophosphorsaure, die um rund 20°, schneller gespalte: 
wurde. Obwohl die kolorimetrische Bestimmung, besonders da sie als 
Differenzmethode gehandhabt werden muBte, eine entsprechende Fehler- 
breite bedingt, geht aus den Versuchen hervor, daB die Abspaltungs- 
geschwindigkeit der zwei leicht hydrolysierbaren Phosphorsduremolek iil 
in der Adenylpyrophosphorsaure und Inosinpyrophosphorséure mit 
praktisch derselben Geschwindigkeit erfolgt. Dieses Ergebnis, das 
eine monomolekular verlaufende Reaktion anzeigt (die Teilnahme von 
Wasser braucht nicht beriicksichtigt zu werden), ist nicht ohne weiteres 
mit der Annabme vereinbar, daB zwei Phosphorsiuremolekiile un- 
abhangig voneinander von zwei verschiedenen Stellen des Molekiils 
abgelést werden. Man wird vielmehr annehmen miissen, daB unte 
diesen Bedingungen das Auftreten der beiden leicht hydrolysier- 
baren Phosphorsiuremolekiile ein sekundarer Vorgang ist und dab 
die gemessene Geschwindigkeit die einer primar verlaufenden Reak- 
tion ist. 


6. Gesehwindigkeit der Aufspaltung der Nucleosidbindung, 


Bei der Hydrolyse der Adenylpyrophosphorséure in heiBen ver- 
diinnten Sauren wird neben der Abspaltung von Phosphorsdéure auch 
die Bindung zwischen dem Adenin und der Pentose gelést. Das Adenin 
kann dann leicht als Pikrat gefallt und als solches identifiziert werden. 
Fiir die quantitative Verfolgung dieser Spaltung erscheint am _ ge- 
eignetsten die Bestimmung des Reduktionswertes der frei werdenden 
Pentosephosphorsdure nach Hagedorn-Jensen. 


Fiir einen derartigen Versuch wurden 90 mg Ba-Salz der Adenyl- 
pyrophosphorsdure in 105cem n i0 HCl gelést, das Ba mit der be- 
rechneten Menge n H,SO, gefallt und fiir jede Versuchszeit 7,0 ccm 
in ein enges Reagensglaschen eingeschmolzen. Hiervon wurden 1,0 ccm 
fiir die P-Analyse und 5,0 cem fiir die Zuckeranalyse verwendet. Die 
Angaben in Tabelle IV beziehen sich auf 7,0 ccm der verwendeten 
Lésung. Der Gehalt an leicht hydrolysierbarem P,O; war 0,99 mg 
(7-Minuten-Hydrolyse in n HCl): ..Nucleosidspaltung’’ wurde aus 
dem jeweiligen Thiosulfatverbrauch unter Zugrundelegung eines End- 


verbrauchs von 4,60 ccm n 200 Thiosulfat pro Ansatz berechnet. 
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Tabelle IV. 


Vergleich der Spaltung der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsaure- 
olekile und der Nucleosidbindung der Adenylpyrophosphorsaure in 
n/10 HCl bei 100° (Wasserbad). 





Hydrolysezeit me Ps Os; 0 P205 Thionaifes Nucleosid- 
Min. gespalten gespalten wesbeanene spaltung 
3 O18 17.8 0.755 16,4 
6 0.35 34.6 137 29.8 
10 0,49 48.4 1,96 42.6 
21 0,72 71,2 2.94 63,9 
40 O87 86,0 8.77 82.0 
77 0,98 99,0 4.37 95.0 
129 1,00 4,51 98.0) 
180 1,01 4.59 100 

240) 1,04 4.63 
300 1,06 4.64 


Die Tabelle IV zeigt, da8 die Trennung der Nucleosidbindung nur 
wenig langsamer erfolgt als die Abspaltung der beiden leicht hydroly- 
sierbaren Phosphorsauremolekiile. 


7. Darstellung der Adenylpyrophosphorsiure und Adenylsiure. 


Bei der friither! beschriebenen Darstellung der Adenylpyrophosphor- 
siure war maBgebend gewesen, durch variierte und méglichst oft wieder- 
holte Umfallungen ein Praparat zu erzielen, das von anderen bis dahin 
bekannten Zellinhaltssubstanzen befreit sein sollte. Dies war wesentlich 
wegen der Entscheidung, ob der Adenylpyrophosphorsdure selbst die 
Wirkung als Co-Ferment der Milchsaurebildung zugeschrieben werden 
durfte. So verfolgte die eingeschobene Fallung der Adenylpyrophosphor- 
siure als Pb-Salz in essigsaurer Lésung nur das Ziel, etwa mitgerissene 
Co-Zymase sicher zu entfernen (die bis dahin als ausschlieBliches Co- 
Ferment der Milchsaurebildung angesehen war), obwohl die Léslichkeit 
der Ba-Salze der Adenylpyrophosphorsiure und der Co-Zymase vollig 
verschieden sind, eine Abtrennung also schon auf diesem Wege erreicht 
werden mute. In der folgenden vereinfachten Darstellung wird die 
Umfallung als Schwermetallsalz auf das notwendigste MaB eingeschrinkt, 


da sich gezeigt hat, daB die Adenylpyrophosphorsaure hierbei nicht 


immer resistent ist. Es sei auch darauf hingewiesen, dafs das luft- 
trockene Ba-Adenylpyrophosphat beim laingeren Aufbewahren eine 
Zersetzung erfaihrt. So konnte bei einige Monate alten Praparaten 


durch die fraktionierte Ba-Fallung ein Zerfall in Adenylsaure und Pyro- 


phosphorsiure nachgewiesen werden. 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 233, 460, 1931. 
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Die Vorbereitung des trichloressigsauren Muskelextrakts erfolgt w 
friiher angegeben. Es ist geboten, nur die Muskulatur von ein bis zw: 
Kaninchen mit nicht mehr als 1 bis héchstens 1'/, kg Muskelgewicht gleic! 
zeitig aufzuarbeiten. Nach einmaliger Umfallung des in wenig verdiinnt: 
H NO, aufgenommenen Ba-Salzes (die Reaktion der Lésung soll nur deutli: 
kongosauer sein) mit Quecksilbernitrat wird in der mit H,S entquecks 
silberten Lésung das mitgefallte Ba durch die eben ausreichende Meng 
H,SO, entfernt. Die Ba-freie Lésung wird stark ammoniakalisch gemacht 
mit Magnesiamixtur versetzt und 2 bis 3 Stunden unter gelegentliche: 
starken Umschwenken stehengelassen, wodurch das anorganische Phosphat 
und das Eisen bis auf Spuren entfernt werden. Der Niederschlag wird 
abzentrifugiert, die Lésung nach Filtrieren mit HCl] neutralisiert, mit 
Ba-Acetat versetzt und die Fallung durch Zusatz von Alkohol vervol! 
standigt. Dieses Ba-Salz wird nun mehrmals fraktioniert umgefallt, bis 
das Verhaltnis von leicht hydrolysierbarem P zu schwer hydrolysierbaremn, 
konstant geworden ist. 

Fiir die Darstellung der Adenylsaéure hat sich folgender Weg als be 
sonders zweckmaBig erwiesen. Zur Aufarbeitung gelangt die bei der Dar 
stellung der Adenylpyrophosphorséure erhaltene erste Quecksilbernitrat 
fallung. Es kénnen auch die bei der Fraktionierung der Adenylpyrophosphor 
siure als Ba-Salz abfallenden Reste, deren quantitative Aufarbeituny 
zeitraubend ist, wie auch der bei der Fallung mit Magnesiamixtur ent 
stehende Niederschlag verarbeitet werden. Man sorgt durch ein- bis zwei 
malige Umfallung als Ba-Salz dafiir, daB das Praparat als einziges Kation 
nur Ba enthalt. Der frisch gefallte Niederschlag wird zu einer Suspension 
angeriihrt und in einem Erlenme yer-Kolben mit so viel Barytwasser versetzt. 
bis Phenolphthaleinpapier eben gerétet wird. Man erhitzt im siedenden 
Wasserbad und halt die Reaktion, die sich bei der Spaltung nach der sauren 
Seite verschiebt (vgl. 8. 391), durch Zusatz von Barytwasser eben pheno! 
phthaleinalkalisch, indem man alle 3 bis 5 Minuten mit Phenolphthalein 
papier priift. Nach spatestens 30 Minuten wird abgekiihlt und die Suspension 
mit 2n HNO, so weit angesiuert, bis Kongopapier eben schwach geblaut 
wird. Der unlésliche Riickstand wird noch einmal mit Wasser und 1 bis 
2 Tropfen 2n HNO, gewaschen und die vereinigten Lésungen tropfenweise 
mit Quecksilbernitrat versetzt. bis die Fallung vollstaéndig ist. Der Hg 
Niederschlag wird zweimal auf der Zentrifuge mit der drei- bis vierfachen 
Menge destillierten Wassers gewaschen und nach Suspension in Wasse1 
(etwa fiinffache Menge) mit H,S zersetzt. Man wascht nach Abzentri 
fugieren des HgS-Niederschlags noch zweimal mit heiBem Wasser auf de 
Zentrifuge. Die vereinigten Lésungen werden dann mit H,SO, Ba-tre: 
gemacht, zunachst bei 30 bis 35° mit dem Féhn auf dem Wasserbad und 
schlieBlich im evakuierten Exsikkator iiber Schwefelsaure eingeengt, bis 
sich eine voluminése Kristallfraktion ausscheidet. Diese wird ohne Ab 
trennung der Mutterlauge mit 50° ,igem Alkohol gewaschen und dann 
mehrmals aus heifem Wasser bis zum konstanten Schmelzpunkt um 
kristallisiert. 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung. 


Es wird die Darstellung der Inosinpyrophosphorséure aus der 
Adenylpyrophosphorsaure durch Behandlung mit salpetriger Saure 
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eschrieben. Die Desaminierung der Aminogruppe in der Adenylpyro- 
shhosphorsaure und Adenylsaure mit salpetriger Saure erfolgt annahernd 
mit derselben Geschwindigkeit. 

Beim kurzen Zerreiben eines Froschmuskels in destilliertem Wasser 
verlauft zunachst die Ammoniakabspaltung schneller als die Ab- 
spaltung der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsiuremolekiile 
der Adenylpyrophosphorsaure. 

Die Elektrotitrationskurve der Adenylpyrophosphorsaure wird vor 
und nach Saurehydrolyse bestimmt. Die Adenylpyrophosphorsaure 
enthalt danach vier Saurevalenzen, die aufgespaltene Verbindung sechs 
Saurevalenzen. 

Es wird die Geschwindigkeit der Phosphorsiureabspaltung in 
n Kssigsiure bei 100° von Adenylpyrophosphorséure, Inosinpyro- 
phosphorsaure, Pyrophosphorsaéure und Metaphosphorsaure untersucht. 
Die Abspaltung der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsaure- 
molekiile in der Adenylpyrophosphorsiure und Inosinpyrophosphor- 
siure verliuft unter diesen Bedingungen mit annahernd derselben 
Geschwindigkeit. 

Die Trennung der Nucleosidbindung in der Adenylpyrophosphor- 
siure erfolgt bei der Hydrolyse in n/10 HCl bei 100° nur wenig langsamer 
als die Abspaltung der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsaure- 
molekiile. 

Es wird eine vereinfachte Darstellung der Adenylpyrophosphor- 
saure und der Adenylsaiure beschrieben. 


26 * 


Uber die biochemischen Eigenschaften und die unterschiedliche 
Vergirbarkeit der verschiedenen Melassearten. 


Von 


W. Braun und M. Kotschopoulos. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Technischen 
Hochschule Miinchen und dem Universitats-Institut fiir Lebensmittel- 
chemie Miinchen. 


(Eingegangen am 24. August 1932.) 


A. 

Die Melasse, das Abfallprodukt der Zuckerfabrikation, enthalt 
noch rund die Halfte ihres Gewichtes girfihigen Zucker und stellt 
demnach einen relativ hochwertigen Rohstoff fiir die Garungsindustrie, 
vor allem die PreBhefe- und Spiritusindustrie, dar (1). Die Eignung 
der Melasse als Garsubstrat, bedingt durch ihren Zuckerreichtum, 
wird jedoch durch bisher unbekannte Momente zum Teil erheblich 
beeintrachtigt und steht daher in Fachkreisen von jeher im Vorder- 
grund des Interesses. Es ist eine bekannte Tatsache, da} Melassen 
verschiedener fabrikatorischer Herkunft deutliche Unterschiede in det 
Vergirbarkeit aufweisen. Rohzuckermelassen sind besser vergirbat 
als WeiBzuckermelassen, diese wiederum besser als Raffineriemelassen (2) 
Eine voéllig befriedigende Erklarung fiir diese ebenso auffallende wie 
wichtige Tatsache kann die analytische Chemie bisher nicht geben (3). 
Zweck der vorliegenden Arbeit ist es, zu dieser praktisch und theoretisch 
gleich interessanten Frage einen Beitrag zu leisten. 

Wenn eine Maische schlecht vergarbar ist, so sind hierfiir, in- 
fektionsfreie Garung vorausgesetzt, zwei voneinander durchaus ver- 
schiedene Ursachen denkbar. Entweder hat die Maische Mangel an 


Stoffen, welche fiir die Garung notwendig sind, also neben dem Zucker 


vor allem Stickstoff und Phosphor, oder sie enthalt giarungshemmende 
Stoffe, Hefengifte. Letztere Méglichkeit wurde in vorliegender Arbeit 
auBer acht gelassen bzw. die Voraussetzung gemacht, daB die in den 
Melassen zweifellos vorhandenen girungshemmenden Stoffe, wozu u. a 


auch der hohe Salzgehalt der Melassen zu rechnen ist, in allen Melasse- 
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sorten zu etwa den gleichen Mengen angenommen werden kénnen. 
Die nachstehend beschriebenen Versuche bezogen sich vie!mehr auf die 
Frage, ob die Unterschiede in der Vergirbarkeit durch die Art oder 
Menge der vorhandenen Stickstoffsubstanzen bedingt sind. Dem 
Phosphor kann man in diesem Zusammenhang sicher nur eine unter- 
geordnete Rolle zusprechen, da der Phosphorgehalt aller Melassen ohne 
Unterschied der fabrikatorischen Herkunft weit unter der absolut 
notwendigen Mindestmenge liegt. 

Uber den Stickstoffgehalt der Melasse liegen zahlreiche Arbeiten 
ilteren und jiingeren Datums vor, die uns eine ziemlich eingehende 
Kenntnis tiber diesen neben dem Zucker wichtigsten Inhaltsstoff der 
Melassen verschafft haben; es seien lediglich die Berichte von H. Boden- 
bender und E. Ihlée (4), EB. v. Lippmann (5) und K. Andrlik, K. Urban 
und V1. Stanek (6) und F. Ehrlich (7) erwahnt. Demnach treten gegeniiber 
den Aminosiuren (Glutiminsaure) (8) und den Aminbasen (Betain) 
die ubrigen Stickstoffsubstanzen der Melasse zahlenmaBig véllig zuriick. 
Nachdem bekanntermaBen gerade die Aminosaduren die besten organi- 
schen Stickstoffquellen fiir die Hefe darstellen, lag die Vermutyng nahe, 
daB der Gehalt einer Melasse an Aminosiuren und Aminbasen_ be- 
stimmend fiir die Eignung als Garsubstrat ist. Diese Vermutung hat 
sich als irrig erwiesen. Die speziell in dieser Richtung angestellten 
umfangreichen und systematischen Versuche des Instituts fiir Zucker- 
industrie Berlin (9) konnten keinen derartigen Zusammenhang auf- 
decken. Wenn entgegen dieser Feststellung die Ursache fiir die unter- 
schiedliche Vergarbarkeit der Roh-, WeiBzucker- und _ Raffinerie- 
melassen dennoch in den Stickstoffsubstanzen gesucht werden soll, 
so hat diese Untersuchung vor allem die eiweiBihnlichen Substanzen 
zu erfassen, auf die allerdings nur etwa 3°%, des gesamten Stickstoffs 
der Melasse treffen. Vorliegende Arbeit verfolgt diese bisher ziemlich 
unbeachtete Moglichkeit und befaBt sich demnach mit den Proteinen 
der Melasse und deren Abbauprodukten. 


B. Allgemeine Untersuchungen. 
1. Versuchsmaterial. 


Fiir die Untersuchungen wurde aus einer Sammlung verschiedener 
Melassearten je eine Probe einer Rohzucker-, einer Weifizucker- und einer 
Raffineriemelasse entnommen, weiterhin noch eine Probe einer Zuckerrohr- 
melasse. Samtliche Proben lagerten in gut verschlossenen GefaBen, um 
Veraénderungen vor allem im Wassergehalt zu vermeiden. Die einzelnen 
Proben waren: 


1. Rohzuckermelasse der Zuckerfabrik Fr. Foérsterling & Co. in Deren- 
burg a. Harz, im folgenden als Melasse I bezeichnet. 

2. WeiBzuckermelasse der Zuckerfabrik Warburg, A.-G., in Warburg, 
Westfalen, im folgenden als Melasse [1 bezeichnet. 
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3. Raffinieriemelasse der Zuckerraffinerie Pfeiffer & Co.. A.-G., Zweig 
niederlassung Uerdingen a. Rh., im folgenden als Melasse III bezeichnet 


4. Zuckerrohrmelasse kubanischer Herkunft der American Alcoho 
Corporation Philadelphia, im tolgenden als Melasse IV bezeichnet. 

Obgleich fiir die Fragestellung dieser Arbeit die Zusammensetzung 
der Zuckerrohrmelassen etwas abseits steht, da diese in ihrem chemischen 
Gefiige mit dem der Riibenzuckermelassen stark differieren, wurde doch 
auch ein Vertreter dieser Melasseart beriicksichtigt, um die Basis der Arbeit 
méglichst breit zu gestalten. 


2. Beschreibung der Melassen nach den allgemein gebrduchlichen Methoden, 
Die Analysen wurden wie folgt ausgefiihrt: 
Dichte mit Pyknometer und mit Balling-Spindei. 
CGesamtzucker nach Fehling. 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl. 
Phosphorsdure nach Lorenz. 
Asche durch direkte Veraschung im elektrischen Ofen. 
Sdure- bzw. Alkalitdtsgrad, im folgenden angegeben in Kubikzentimeter 
n NaOH bzw. H,.SO, pro 100 g Melasse. 
Flichtige Sduren in Kubikzentimeter n H, SO, fiir 100 g Melasse. 


Trockensubstanz refraktometrisch. 


Tabelle I. 


Mittelwerte der allgemeinen Untersuchungen. 





Melasse I Melasse II Melasse [II Melasse IV 

Dichte | 1.4106 1.4117 1,4089 1,4280 

, | 80,8°B 80,8°B 81,0°B 82,39 B 
Gesamtzucker. ..... 513% 49,7% 47,2% 48,8 % 
Gemmt-B. wk wes 1,50 % 1.50% 1,61% 1,00 % 
Phosphorsiure . ... . 0.0189 °,, 0,0305 °,, 0.0316 ©, 0,1225 % 
Asthe ee ee es 9.3 % 9,3 % 10,5 % 8,4 % 
BIR be Sic ek ie, oes alkalisch alkalisch alkalisch sauer 
Saure bzw. Alkalitatsgrad 8.8 9,8 id 8,8 
Fliichtige Sauren . .. . 17,0 20,0 24,5 10,0 
Trockensubstanz. . .. . 79,1 77,2 78,4 82,0 


C. Besondere Versuche. 
I. Allgemeines iiber die angewandten Methoden. 
Alle Versuche, Einblick in die EiweiBkérper der Melasse zu bekommen, 
verlaufen notwendigerweise tiber zwei Etappen: 
1. Die Abtrennung des Nichtproteinstickstoffs (Aminoséuren, Amin- 
basen, Amide, Ammoniak, Nitrate) vom eigentlichen Proteinstickstoff. 


2. Die Analyse der so erhaltenen Proteine. 


Fiir die Trennung des Protein- und Nichtproteinstickstoffs standen 
verschiedene Methoden zur Verfiigung, zuniachst die von Hamilton, Nevens 
und Grindley (10). Sie beruht auf einer erschépfenden Extraktion des 
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laterials mit Ather und Alkohol, wobei die Nichtproteine in Lésung gehen 
nd die Proteine ungelést im Riickstand verbleiben sollen. Wie im ersten 
}jauptversuch festgestellt wurde, arbeitet die Methode wohl in diesem 
inne, ist jedoch fiir vorliegende Zwecke nicht leistungsfahig genug. Mit 
eben erschépfenden Alkoholextraktionen konnten nur etwa 5,4", 
Nichtproteinstickstoffs aus dem Material herausgeholt werden (11). Als 
hedeutend geeigneter erwies sich die Trichloressigsiure. Die Unldslichkeit 
ler Proteine und die Leichtléslichkeit der Nichtproteine in Trichloressig- 
siure lieB sich methodisch verschieden verwerten, sowohl durch Extraktion 
der getrockneten Melasse mit Trichloressigsiure, wobei der gesamte Nicht- 
proteinstickstoff in Lésung ging, als auch durch Fallung der Proteine aus 
wasserigen Melasselésungen mittels Trichloressigsaure. 


des 


Eine weitere Méglichkeit der Isolierung der Proteine von den iibrigen 
Stickstoffsubstanzen besteht in der Adsorption der Proteine an kolloidales 
Kisenhydroxyd oder andere Kolloide. 

Die Analyse der Proteine erfolgte in saémtlichen Hauptversuchen nach 
der Methode von van Slyke. 


ll. Extraktion des Nicht prote instickstoffs mittels Athers und Atkohols. 
anschlieBend mittels Trichloressigsdure. 


Analyse des unléslichen Riickstandes nach van Slyke. 


Die Melasse wurde in flachen Schalen im Vakuumtrockenschrank bei 
60°C und 10mm Hg-Druck getrocknet, fein pulverisiert und viermal mit 
je 250cem wasserfreiem Ather je 24 Stunden unter standigem Schiitteln 
extrahiert. Der in den Ather iibergegangene Anteil betrug 0,14°,, des 
Materials. Er war v6llig stickstofffrei (12) und wurde verworfen. Der 
Riickstand wurde siebenmal mit je 250 cem absolutem Alkohol je 24 Stunden 
unter standigem Schiitteln extrahiert. Die sieben alkoholischen Extrakte 
zeigten nach dem Abdampfen des Alkohols eine melassedhnliche Konsistenz. 
» des Gesamtstickstoffs der extrahierten 
Melassemenge. Da der Nichtproteinstickstoff mindestens 90°, des Gesamt 
stickstoffs betrigt, muBte die Methode der Alkoholextraktion als viel z1 
wenig ergiebig verlassen werden. Die Extrakte wurden verworfen. Der Riick 
stand wurde mit 2°, iger Trichloressigsiure versetzt. Hierbei ging die 
Hauptmenge in Lésung, der geringe Riickstand wurde nach van Slyke 
analysiert. Parallelversuche, in welchen mit den nimlichen Mengen Lésungs- 
mittel vielfach h6here Mengen Melasse in analoger Weise extrahiert wurden, 
lieferten bei der van Slyke-Analyse des schlieBlich verbleibenden Riickstandes 
vollig andere Werte, weshalb diese Methodik iiberhaupt verlassen wurde. 


Sie enthielten zusammen 5,4° 


III. Fdllung des Proteinstickstoffs aus unverqorenen, wdsserigen Melasse- 


lésungen mittels Trichloressiqsdure. 


Analyse des Niederschlags nach van Slyke. 
Durch Vorversuche wurde festgestellt : 
1. Da®B Trichloressigsiure neben ihrer Saurenatur noch ein zusatzliches 
spezifisches Eiweibfallungsvermégen besitzt. 
2. DaB 5g Trichloressigsiure pro 100 cem 20° iger Melasselésung 
geniigen, um aus einer wiasserigen Melasselésung die maximale Nieder- 


schlagsmenge zu erzeugen. Die mit Trichloressigsiure aus wésserigen 
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Melassel6sungen erzeugten Niederschlige setzen sich rasch und scharf vo 
den Lésungen ab und unterscheiden sich hierin deutlich von den Aus 
flockungen, welche die Mineralsiuren unter den gleichen Versuchs 
bedingungen hervorrufen (13). Die Niederschlige bestehen nicht aus 
schlieBlich aus Protein, was aus dem hohen Aschegehalt von 25°,, und der 
niedrigen Stickstoffgehalt von 4,8”, der Trockensubstanz klar hervorgeht 
Weiter ist bemerkenswert, daB nur 0.5 bis 1 “9 des Gesamtstickstoffs de 
Melasse in die durch Trichloressigsiure erzeugten Fallungen tibergehen 


Durch die Trichloressigsiure wurden ausgefallt : 





Niedergeschlagener Stickstoff 


in © 9 des Gesamtstickstoffs 
a Se ee 0,59 
SD, Sata A Fe 0.62 
Pa . a eee OSD 
i of or ae 0.67 


Der gefallte Stickstoff ist wahrscheinlich bedeutend weniger, als dem 
Proteinstickstoff der Melasse entspricht, welche Annahme durch folgenden 
Versuch gestiitzt wird. 


Je 50 ccm der abfiltrierten trichloressigsauren Lésung wurden mit 2 g 


Kaolin versetzt, der Niederschlag nach einigen Stunden abfiltriert und 
der darin enthaltene Stickstoff bestimmt. Bei dem durch Kaolin gefallten 
Stickstoff diirfte es sich ebenfalls um echten Proteinstickstoff handeln. 





Niedergeschlagener Stickstoff 


in © 9 des Gesamtstickstoffs 
ne eee 5.8 
” _ ia 3,3 
' ‘ a AS eee 39 
m ae eee ae 7.4 


Obgleich die mit Trichloressigsiure erzeugten Niederschlage keine 
reinen EiweiBkérper darstellen. sondern zu einem groBen Teile stickstoff 
freie Substanzen, vor allem anorganische Salze enthalten. wurden die 
Niederschlage unveriindert einer van Slyke-Analyse (14) unterworfen, da 
durch sie vermutlich ein gewisser Komplex von Fiwei8k6érpern der Melass+ 
in stets gleichem Ausma und in relativ einfacher Weise erfaBt wird. 


Die Versuche wurden wie folgt durchgefiihrt: 1000 g Melasse wurden 
mit Wasser auf 4000 cem verdiinnt und mit 200 g Trichloressigsaure versetzt 
Nach einigen Stunden wurde der Hauptteil der Lésung abgehebert und 
der Rest durch ein gehartetes Filter filtriert. Der Niederschlag wurde in 
75 cem Wasser aufgeschlemmt, mit 75 cem konzentrierter Salzséure versetzt. 
48 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht und das Hydrolysat nach van Slyk: 
analysiert. Die angegebenen Werte sind Prozente des durch Trichloressig 
siure niedergeschlagenen Stickstoffs. 
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Tahelle I]. 


Resultate der van Slyke-Analysen. 





Melasse | Melasse II Melasse II] Melasse IV 
, tl. ore 20,05 21,2 6,99 
Unloshicher Melanin-N 9 35 19 61 = = Gy 
: . 7.66 9,20 0.88 7.5 
Loslicher Melanin-N- + | 381 9°90 oo _ 
. oO. wee Pe 8 Ti 

; 5 7.89 8,22 8.45 8.56 

Ammoniak-N 9'37 819 mae — 
‘ 56,59 45,68 5.97 6.2. 

({minosiuren-N - - + 55 59 45 45 py 46,24 
ae { 24,50 16.77 14,45 19,61 
{minbasen-N 24.17 16.70 13.46 wes 


Der Aminbasen-N setzt sich wie folgt zusammen: 


; { 8.10 5,53 4.99 7,43 
Arginin-N 7,66 4,78 4.05 
a | 3.02 - 1,16 2.41 
Cystin-N 2.60 1.57 1,10 
re ; | 10,82 5,72 4.71 7,97 
Histidin-N - 10°33 715 503 
A > { 2.41 4,1 3.59 1.65 
Lysin-N 3.41 3,07 3,20 
Mittelwerte: 
Unloslicher Melanin-N~ - 9.56 19,83 22,22 16,99 
Loslicher Melanin-N - - 8,23 9,24 10,25 7.51 
Ammoniak-N +--+: = = 8.13 8.17 8,24 8.56 
Aminosauren-N - - - = 56.09 45.56 44.40 46,24 
Aminbasen-N +--+: + 24.33 16.74 13.95 19,61 
106,34 99.54 98.69 9891 
Arginin-N So ae 7.88 5,15 4.47 7.43 
Cystin-N +-+-+++-+:+- 2,81 1.57 1,13 2,41 
Histidin-N - +--+: > 10.57 6.43 4,87 7.97 
Lysin-N- > +--+ e+: > 2.91 3.54 3.39 1,65 
24,17 16,69 13,86 19.46 


An diesen Resultaten fallt deutlich auf. daB von Melasse I bis ITI der 
Melaninstickstoff zunimmt (15), waihrend der Aminosaéiuren- und Basen-N 
abnimmt, wobei die Differenz zwischen Melasse I und II am gréBten ist. 


IV. Fadllungen mit kolloidalem Eisenhydrox yd. 


Das kolloidale Eisenhydroxyd wird als Eiweififallungsmittel vorzugs- 
weise in den Fallen angewandt. wo es darauf ankommt. das Filtrat véllig 
frei von Proteinen zu erhalten. DaB hierbei auBer den Proteinen noch andere 
Stickstoffsubstanzen in den Niederschlag iibergehen. zeigte sich bei vor- 
liegenden Melassen sehr deutlich, lieBen sich doch daraus bei Einhaltung 
entsprechender Versuchsbedingungen iiber 50°, ihres Gesamtstickstoffs 
mit Eisenhydroxyd fallen, wahrend der Proteinstickstoff héchstens 10 
des Gesamt-N betragt. Die Eisenhydroxydfallung kommt fiir die Zwecke 
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dieser Arbeit nur dann in Betracht, wenn sich Fallungsbedingungen et 
mitteln lieBen, bei denen unter weitgehender Variierung der Eisenhydroxyd 
menge stets eine konstante, unter 10°, des Gesamt-N liegende Stickstoft 
menge erfaBt wird. Durch systematische Vorversuche wurde festgestellt, 
daB dies bei niedrigen Melassekonzentrationen unter reichlicher Elektrolyt- 
zugabe der Fall ist. Es wurden namlich aus 0,2 bis 0,3°,igen Melasse 
lésungen durch Eisenhydroxyd ziemlich konstant 6”,, des Gesamt-N der 
vorgelegten Melasse gefallt, unabhangig von der Menge des angewandten 
Eisenhydroxyds. Diese 6°, des Gesamt-N diirften den Stickstoff der 
eigentlichen Proteine und ihrer nachsten Abbauprodukte, Propepton: 
und Peptone umfassen. 


Dementsprechend wurde folgende Versuchsanstellung gewahlt. 
75g 
Magnesiumsulfat, 10 cem Normalschwefelséure und schlieBlich mit 200 eem 
kolloidalem Eisenhydroxyd versetzt. Der Niederschlag. welcher sich rasch 
absetzte, wurde abfiltriert, gewaschen und analysiert. Die van Slyke 
Analysen lieferten sehr unbefriedigende Resultate, weshalb diese Unter- 
suchungen auf Mclasse I und III beschrankt wurden. 





Niedergeschlagener Stickstoft 
in ©») des Gesamtstickstoffs 


c eee 5,2 
ae oe 6.3 


Kontrollbestimmungen des nicht gefallten Stickstoffs ergaben die 
Bestatigung dieser Werte. 


Tabelle III. 


Hydrolyse des Niederschlags und Analyse nach van Slyke. 





Melasse III 
Melasse I ; 


a b 
Unléslicher Melanin-N ...... 3,48 5,82 5,97 
Léslicher Melanin-N ....... 28,19 24,52 29,78 
ee ae 14,54 17,23 15,60 
ee 33,92 30.90 28.65 
pS re 17.58 18,96 18,01 
97,71 97,43 98,01 


An diesen Resultaten fallt lediglich der hohe Anteil des léslichen 
Melaninstickstoffs auf, was auch bei den spater durchgefiihrten analogen 
Versuchen mit vergorenen Maischen der Fall war. Ein hoher Gehalt an 
léslichem Melanin-N scheint demnach fiir die mit Eisenhydroxyd fallbaren 
Proteine eigentiimlich zu sein. 


V. Fdllungen mit anderen Reagenzien. 


Es war von Interesse, auch andere EiweiBbestimmungsmethoden zum 
Vergleich heranzuziehen. 


5g Melasse wurden mit Wasser auf 30 Liter verdiinnt, mit 100 ¢ 
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Fallungen mit Phosphorwoltramsaure. 
10 g Melasse wurden in Wasser gelést, mit 10¢em konz. Salzsdure 
nd einer Lésung von 15g Phosphorwolframsaéure versetzt, mit) Wasser 
uf genau 200 cem aufgefiillt und der Niederschlag nach 48 Stunden filtriert 





Niedergeschlagener Stickstoff in © ,» des Gesamtstickstotts 


Nach Entfernung der Phosphor- 


Gesi illbarer Sticksto 
esamtfallbarer Stickstoff wolframsiure mit Amylalkohol 


Melasse I ..... 39.51 34.37 
“ aaa 42.80 34,80 
r oe 42.68 33,05 . 


Versuche nach der Methode Stutzer: 





Niedergeschlagener Stickstoff 
in ©) des Gesamtstickstoffs 


OS . ee 4.9 
- Oe eee ee 3.5 
Re Re go os 2 
. ire 9.3 


Versuche nach der Methode Riimpler: 





Niedergeschlagener Stickstoff 


in 9) des Gesamtstickstoffs 
eee eee 1,34 
_ Sa ee 1,05 


VI. Biochemische Unterscheidungsmerkmale der Melassen. 


Die analytische Erfassung der Proteine nach den verschiedenen Methoden 
kann fiir sich allein keine Erklarung tiir die unterschiedliche Vergarbarkeit 
geben. GréBeres Interesse gewinnen diese Daten erst durch Vergleich mit 
den analogen Werten, welche in vergorenen Melasselésungen erhalten 
werden. Ein solcher Vergleich kénnte AufschluB geben tiber das Schicksal 
der Proteine wahrend der Vergaérung bzw. ihren Einflu®B auf die Géarung. 


a) Beschreibung des Garverlaufes nach den gebrauchlichen 
Methoden. 

Um bei allen Melassen genau dieselbe Konzentration an Zucker her- 
zustellen, wurden von Melassen I 100.0 g, von Melasse II 103.3 g¢. von 
Melasse IL] 109,0 g und von Melasse TV 105,3 g mit Wasser auf Je 620 com 
verdiinnt. In Kontrollversuchen wurden die zehntachen Mengen verwendet. 
Die Analyse dieser Maischen ergab folgende Werte: 


Tabelle IV. 





Melasse I Melasse IL Melasse II] Melasse IV 


g Melasse in 100¢cem Loésung ... . 16,13 16,66 17,58 16.99 
Spezitisches Gewicht (Ballinggrade) 12,15 11,8 12,6 15,0 

Sauregrad. ... . ; — ; 0,21 0,20 0.21 0,26 
Zucker (berechnet), gin 100cem_ . 8,275 8,275 8,275 8,275 
Gesamt-N,g in L00cem . .. . ; 0,239 0,249 0,253 0,169 


Amino-N, gin 10)cem ....... 0,038 0,035 0,038 0,026 
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Nach Zugabe von je 10 g rein geziichteter Hefe der Rasse W 4 wurd: 
die Maischen in einem Wasserbad bei 30° C der Gérung tiberlassen und di: 
Garverlauf an Hand des Gewichtsverlustes der Maische verfolgt. 
Tabelle V. 


Gewichtsabnahme wahrend der Garung. 





Melasse I Melasse II Melasse III Melasse IV 
Zeit Abnahme Zeit Abnahme Zeit Abnahme Zeit Abnahn 

Std g Std. g Std g Std. g 
3,20 1,05 3,25 0,57 3,40 0,70 3,30 1,25 
5,75 3,38 5.95 2,74 5,92 2,29 6,00 6,04 
8,59 7,50 8,65 6,52 8,66 5,75 8,55 12.60 
10,58 10,53 10,55 8,71 10,55 7,40 10.66 15,80 
20,25 22,35 20,60 22,16 20,58 19.49 20,80 19.65 
27,27 22,96 27,20 23,03 27,23 21,41 27,22 19,97 


44,30 23,58 44.55 23,40 44,40 22,34 44,25 20,40 


Aus Tabelle V ist ersichtlich, daB bei den vier Melassen der Garverlaut 
verschieden gestaltet ist, daB namlich wahrend der ersten 10 Stunden der 
Garung, in denen sich hauptsachlich die Stickstoffaufnahme und die Ve 
mehrung der Hefe vollzieht, womit auch die Gewichtsabnahme der Kohlen 
siurebildung in Ubereinstimmung steht, wahrend sie spater durch andere 
Parallelvorginge verdeckt wird, von den Riibenzuckermelassen Nr. 1 die 
gréBte Gewichtsabnahme und daher den schnellsten Garverlauf hat, dann 
folgen Melasse IJ und III. Ganz abweichend verhalt sich die Zuckerrohr 
melasse, die in ihrer Vergiairbarkeit die Riibenzuckermelassen  iibertrifft 

Nach 48stiindiger Gardauer wurden die Versuche abgebrochen, da 
keine weitere wesentliche Gewichtsabnahme festgestellt werden konnte 
In den vergorenen Giairmedien wurden ahnliche Bestimmungen wie im 
Versuchsansatz durchgefiihrt, deren Resultate in der Tabelle VI zusammen 
gefaBt sind: 

Tahe lle VI. 





Melasse I Melasse II Melasse III Melasse [V 
a b a b a b . b 
Spezifisches Gewicht (Balling- 
grade)... . ... . 13,75 '4,05 |3,90 410 |4,90 485 5.30 
Siuregrad. ....... . 0,380 029 0,87 0,38 0,43 0,30 0,60 048 
Alkohol, Vol.-% ..... . |4,20 4,15 4,00 3,60 (3,97 4,00 3,75 3,55 
Zucker, g in 10cem. . . . = 0,101 0,152 0,1280,144 0,2750,287 9,604 0,550 
Gesamt-N in 100cem. . . . | 0,229'0,235 0,245 0,241 0,2840,283 0,151 0,149 
Amino-N, g in100cem. . .  0,9240,024 0,0190,019 0,922 0,022 0,010 0,010 


Die unterschiedliche Vergarbarkeit wird durch diesen Versuch erneut 
bestatigt. 


b) Besondere Untersuchungen. 


1. Fdllungen mit Trichloressigsdure. Analog zu den Versuchen von 
Abschnitt ITT wurden Fallungen mit Trichloressigséure in den vergorenen 
Maischen durchgefiihrt und der Stickstoffgehalt der Fallungen untersucht 
Hierbei ergab sich das merkwiirdige Resultat, da8 aus den vergorenen 
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\laischen der Melassen I und [I nur Spuren von Niederschlagen ausfielen, 
vahrend bei Melasse III etwa dieselbe Niederschlagsmenge erhalten wurde 

e aus der unvergorenen Lésung, wobei aber die beiden Niederschlage 
nach der van Slyke-Analyse ganz verschiedene Zusammensetzung haben. 


Tabelle VII. 


Analyse des Trichloressigsiureniederschlags der Melasse IIT. 





Gesamtmenge N, mg N aus 1000 g Melasse 


aus unvergorener Lisung 
aus vergorener 
a b Lisung 


131.5 145,1 137.4 


Resultate der van Slyke- Analysen: 


Unloslicher Melanin-N .. . = 21,24 23,20 13,71 
Loslicher Melanin-N ....... 10.58 9.68 5,62 
Se eee 8.45 8.03 7,94 
Aminosaturen-N ......2... 45.97 42.83 53.97 
| ina pe ESP a a 14,45 13,46 25.60 
Der Aminbasen-N setzt sich wie folgt zusammen: 
Arginin-N. . . Nee ne ee ee 4,90 4.05 6.86 
| SP ene cas ee 1,16 1,10 1,22 
NR on i Wei ee a le ay ig 4,71 5,05 7,79 
ee ee 3,59 3,20 9,60 


Man findet also durch die Garung eine Abnahme des unléslichen und 
léshichen Melanin-N, der eine Zunahme des Aminosiuren- und Aminbasen 


stickstoffs gegentibersteht. Diese Erscheinung spricht dafiir, dai nach 
der Vergarung die Fallung mit Trichloressigsaure eine reinere ist. Bei 


Berticksichtigung der gleichen absoluten Niederschlagsmengen ergibt sich 
der SchluB, daB nach der Vergaérung mehr echte Proteine durch Trichlor 
essigsdure fallbar sind als vor der Vergaérung. Die wahrscheinlichste Er 
klarung hierfiir ist folgende: 

Die Proteine, welche aus den unvergorenen Lésungen mit Trichlor 
essigsiure fallbar sind, verschwinden wahrend der Garung aus den Lésungen, 
auch bei Melasse IIT, sei es, daB sie von der Hefe assimiliert oder durch die 
Sdéure ausgeflockt werden. Das Protein, welches aus der vergorenen Lésung 
der Melasse III fallbar ist, ist vermutlich Hefeneiweib, welches von der 


Hefe in die Lésung abgestoBen wird. Pa 


Unter Zugrundelegung dieser Theorie kann aus den Trichloressig-aure- 
versuchen keine Erklarung, sondern lediglich eine Bestatigung der schlechten 
Vergarbarkeit gefolgert werden. Als verwertbares Material im Sinne dieser 
Arbeit verblieben demnach lediglich die wunterschiedlichen Werte des 
Melanin-N in den Trichloressigséurefallungen vor der Géarung. Einen 
praktischen Wert kénnte diese Feststellung erst durch umfangreiches 
statistisches Material bekommen. 


2. Fdllungen mit Eisenhydroxyd. Die Fallungen wurden unter genau 
den nimlichen Bedingungen ausgefiihrt wie in den unvergorenen Lésungen. 


Von der ausgegorenen und blankfiltrierten Melasselésung wurde eine solche 
Menge fiir den Versuch verwendet. welche 50g unvergorener Melasse 
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entspricht. Diese Lésung wurde mit Wasser auf 20 Liter verdiinnt, m 
66g Magnesiumsulfat und 135cem kolloidalem Eisenhydroxyd versetz: 
In den Niederschlagen wurde der Gesamt-N bestimmt. Eine einigermaBe: 
genaue van Slyke-Analyse war wegen der zu kleinen Niederschlagsmenge: 
nicht mdglich. 


Tabelle VIII. 


Kisenhydroxydfallung. 





Niedergeschlagener Stickstoff 
in 9/9 des Gesamtstickstoffs 


aus unvergorener aus vergorener 


Lisung Lésung 
Melasse I... 5,2 3,3 
‘ aa 3.9 
% Me a 6.3 3.3 


Is wird also in den vergorenen Lésungen eine relativ groBe Protein 
gruppe aufgefunden, welche mit Eisenhydroxyd fallbar ist. Diese Protein 
gruppe ist bei allen drei Melassesorten trotz ihrer unterschiedlichen Ver 
girbarkeit nahezu gleich. Es darf daher angenommen werden, dal es sich 
hierbei um die nicht assimilierbaren Proteine der Melassen handelt. Fiir die 
Proteine, welche wahrend der Gérung aus der Lésung verschwunden sind, 
gilt das gleiche, wie bei den Trichloressigsdureversuchen ausgefiihrt wurde. 
Soweit sie nicht von der Hefe assimiliert wurden, sind sie vermutlich durch 
die Saure ausgeflockt und nach der Garung mit dem Hefetrub von der 
Lésung abfiltriert worden und so der Analyse entgangen. 


VII. Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Die der Arbeit zugrunde gelegte Annahme, daB die unterschiedliche 
Vergirbarkeit der Melassen in einem qualitativ oder quantitativ ver- 
schiedenen Gehalt an Proteinen begriindet ist, wurde durch die Versuche 
nicht ausreichend bestatigt. Die Eisenhydroxydversuche brachten bei 
allen drei Riibenzuckermelassen annaihernd die gleichen Ergebnisse 
und kénnten daher eher als Widerlegung obiger Theorie aufgefaBbt 
werden. Jedoch ware auch diese SchluBfolgerung nicht richtig, da 
das Eisenhydroxyd tiberhaupt keine Differenzierung der EiweiBkérper 
erméglicht, sondern stets ihre Gesamtmenge erfaBt. Hingegen wird 
durch die Trichloressigsiure nur eine bestimmte Proteingruppe in 
den Melassen niedergeschlazen, und zwar erweisen sich die Nieder- 
schlige aus den verschiedenen Melassesorten als qualitativ deutlich 
verschieden: Der mit Hilfe der van Slyke-Analyse ermittelte Gehalt 
an Melanin-N ist um so gréBer, je schlechter vergarbar die Melasse ist 

In den gut vergirbaren Melassemaischen sinkt der mit Trichlor- 
essigsaure faillbare Proteinanteil wahrend der Garung auf nahezu Null 
in schlecht vergirbarer Melassemaische bleibt er voll erhalten und 
vergréBert sich sogar etwas, wahrscheinlich durch Proteine, welch« 
von der Hefe an die Maische abgestoBen werden, ein Vorgang, welche 
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erade durch die schlechte Vergirbarkeit der Maische begriindet ist, 
iicht aber umgekehrt diese zu begriinden vermag. 

Wahrscheinlich ist die geringere Eignung mancher Melassen als 
Garsubstrat itiberhaupt nicht durch Mangel an garungswichtigen 
Stoffen verursacht, sondern durch ihren Gehalt an garungshemmenden 
Stoffen. Obwohl es nicht im Sinne vorliegender Arbeit liegt zu unter- 
suchen, von welcher Art diese Stoffe sind, interessiert doch die Méglich- 
keit, daB es sich hierbei um EiweiSverbrennungsprodukte handelt, 
welche durch die Dampfbehandlung wahrend des Fabrikationsprozesses 
in den Melassen in mehr oder weniger groBen Mengen entstehen und 
ihren Ausdruck in dem Melaninstickstoffgehalt finden. 


Literatur. 


1) H. Schindler. Chem. Ztg. 54, 993, 1930. 2) H. Claassen, Zeitschr. 
d. Ver. deutsch. Zuckerindustr. 76, 349, 1926. 3) Herzfeld, ebenda 75. 
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Direktors des Instituts fiir Zuckerindustrie Berlin 1930/31. 10) 7.8. 
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Zur Frage der Resistenzinderungen der Blutkérperchen in Blut- 
agar unter dem Einflu6 von Streptokokken, Quecksilber und 
Wasserstoffperoxyd. 


Ein Beitrag zur Erklirung der Versuche von I. H. Brown, sowie von 
Idzerda und van Everdingen. 


Von 
Gertrud Woker. 


(Aus dem Institut fiir physikalisch-chemische Biologie der Universitat Bern. 


(Eingegangen am 25, August 1932.) 


Vor kurzem haben Jdzerda und van Everdingen! in dieser Zeitschrift 
und an anderen Orten iiber die Resistenziinderungen der Blutkérperchen 
als Ursache der eigentiimlichen Zonenbildung in Blutagar unter dem Einflul 
einerseits von Streptokokkentiefenkulturen (Typus Brown «), andererseits 
von Quecksilber wie von Wasserstoffperoxyd berichtet. Es ist damit 
wahrscheinlich gemacht, daB der analogen auBeren Erscheinungsform in 
den drei Fallen auch eine analoge Ursache zugrunde liegt. 

Bei dem groBen Interesse, das diesen Beobachtungen zukommt, ist 
es vielleicht nicht iiberfliissig, aut einige altere und neuere Untersuchungen 
hinzuweisen, die geeignet sind, auf den inneren Zusammenhang dieser 
Erscheinungen bzw. deren gemeinsame Ursache die Bildung von Wasser 
steffperoxyd beim Bakterium wie beim Quecksilber einiges Licht zu 
werfen. Ein weiteres Problem besteht dann fiir die Bakterien wie fiir das 
Quecksilber in dem zur Zonenbildung fiithrenden rhythmischen Charakte1 
des himolytischen Effektes. 


Was die Streptokokken anbetrifft, so ist es im Hinblick auf die Theorie 


von Wieland besonders bemerkenswert, da der allein zu diesen Wirkungen 
befihigte Typus Brown « Tiefenkulturen zukommt und damit also An 
passungserscheinungen an anaerobe Bedingungen zeigen muB. Zu dieser 
Anpassungserscheinungen gehért nach den Feststellungen von L. Stier 
iiber den Zusammenhang zwischen Aerobiose und katalatischen Fahig 
keiten vor allem der Verlust der letzteren. Damit sind aber die inneren 
Bedingungen gegeben, unter denen sich bei einem Bakterium, entsprechend 
der Theorie von Wieland, die Bildung von Wasserstoffperoxyd feststellen 
1a4Bt. Es braucht nur das Ausgangsmaterial zur Wasserstoffperoxydbilduns 


1 Idzerda u. van Everdingen, Jaarverslag 78, 185; diese Zeitschr. 249 
381, 1932; Ned. Tijdschr. v. Hygiene. Microb. en Serol. 1932; Extraits di 
Archives Néerlandaises de Physiol. de homme et des animaux 17, 134, 1932 
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der Sauerstoff dem betreffenden Stamm zuganglich gemacht zu 
werden, wie dies bei den Untersuchungen von Jdzerda und van Everdingen 
ei der Ziichtung des Streptococcus Brown « in diinner Schicht! in ahnlicher 
Weise wie bei den Untersuchungen von Me Leod und Gordon? an anaeroben 
und aus diesem Grunde katalasefreien Pneumokokken nach Darbietung 
von Sauerstoff realisiert worden ist. 

Bei Quecksilber ergibt sich die Bildung von Wasserstoffperoxyd aus 
der einfachen Uberlegung, da®B das durch Beladung mit Sauerstoff an der 
Oberflache der Quecksilbertrépfchen gebildete Quecksilberperoxydat nach 
den Untersuchungen von Brediqg und seinen Mitarbeitern® als Wasserstoff- 
peroxydsalz zu betrachten ist. Bei dem schwach sauren Charakter des 
Wasserstoffperoxyds ist es selbstverstandlich, dal dasselbe schon durch 
sehr schwache Sauren, also auch durch die ubiquitére Kohlenséiure, den 
physikochemischen GesetzmaBigkeiten entsprechend, in Freiheit gesetzt 
werden mu, und da® mit zunehmendem py des Mediums auch die Menge 
des treien Wasserstoffperoxyds zunimmt. 

Bei den erwaihnten Bakterien und beim Quecksilber miissen daher 
nach MaBgabe der Diffusion des gebildeten Wasserstoffperoxyds die niam- 
lichen Wirkungen auf die Blutkérperchen des Nahrbodens festzustellen 
sein wie beim zugesetzten Wasserstoffperoxyd. Sie fiihren einerseits nach 
Idzerda und van Everdingen zu oxydativen Verinderungen des Blutfarb- 
stoffs griinliche Verfarbung (ahnlich wie in alten Blutextravasaten) 
und zur Hamolyse durch Resistenzabschwaichung der Blutkérperchen. 
Andererseits miissen sie zur katalatischen Reaktion mit der Hiamase der 
Erythrocyten tiihren. Die Reaktion mit der Hamase zieht naturgemaB 
die Eliminierung des sich sténdig neu bildenden Wasserstoftperoxyds nach 
sich. Beim Quecksilber kommt zu dem Hamaseeffekt die rhythmisch- 
periodisch erfolgende Wechselwirkung mit H,0,4. Ein weiteres Problem 
besteht dann fiir die Bakterien wie fiir das Quecksilber in der Zonen- 
bildung im Blutagar, eine Erscheinung, die sich wohl am zwanglosesten 
durch den Wechsel von Bildung und Zersetzung des wirksamen Agens 
also des Wasserstoffperoxyds — erklaren diirfte®. Bildungs- und Zersetzungs- 
reaktion des Wasserstoffperoxyds miissen zwar sténdig nebeneinander 
hergehen; aber je nach der Temperatur und dem gegenseitigen Mengen- 


' Idzerda u. van Everdingen geben iiber die Ziichtungsbedingungen in 
der in der vorigen FuBnote, letztes Literaturzitat (S. 137), genannten 
Zeitschrift folgendes an: ,,On ne réussit qu’en cultivant dans les fioles plates 
de Roux, dans lesquels le bouillon se trouve en couche mince et exposé 
largement 4 linfluence de l’oxygéne atmosphérique“. 

2 Mc Leod u. Gordon, Biochem. J. 16, 499, 1922; J. of Pathol. and Bakt. 
26, 332, 1923; 28, 155, 1925. 

3 Zeitschr. f. physik. Chem. 42, 601, 1902; Naturwiss. med. Ver. Heidel- 
berg (N. F.) 7, 405, 1903; 8, 165, 1904; Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 581, 
1906; diese Zeitschr. 6, 283, 1907; Weinmayr, Inaug.-Dissert. Heidelberg 
1903; Wilke, Inaug.-Dissert. Heidelberg 1904; v. Antropoff, Inaug.-Dissert. 
Heidelberg; J. f. prakt. Chem. (N. F.) 77, 273, 1908. 

4 Bredig, |. c., vorige FuBnote. 

5 Die von Bredig und seinen Mitarbeitern (I. c.) aufgefundene rhyth- 
misch-periodische Wasserstoffperoxydzersetzung durch Quecksilber ware 
schon ohne die Intervention der Haimase imstande, das Zonenphinomen 
in Blutagar aus den hier angegebenen Griinden zu erzeugen. 
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verhaltnis von Wasserstoffperoxyd und Hamase tiberwiegt bald die ein 
bald die andere. Die Wirkung des gebildeten Wasserstoffperoxyds kam 
sich jedoch nur dann gegeniiber der bekanntlich ungemein stiirmische: 
Reaktion, welche die Hamase der Erythrocyten gegeniiber Wasserstoft 
peroxyd zeigt, intermittierend geltend machen, wenn entsprechend de! 
Befunden von Brown! sowie von I[dzerda und van Everdingen® eine be 
stimmte, mit der Zahl der Kolonien (Brown) oder dem Kolonienfiltrat 
bzw. dem erzeugten Wasserstoffperoxyvd variierende, in jedem Falle sehr ge 
ringe Blutkérperchenzahl eingehalten und die Wasserstoff peroxydzersetzun, 
alternierend durch Eisschranktemperatur abgeschwacht wird. Auch dari 
die Konzentration des durch Streptokokkenkolonien oder Quecksilber ge 
bildeten oder des zugesetzten Wasserstoffperoxyds nicht unter den 
Schwellenwert der biochemischen Nachweismethode liegen. 

Wie kommt nun die erwahnte, den H,O,-Schwankungen entsprechend 
zur Zonenbildung fiihrende periodische Resistenzverminderung der Blut 
kérperchen zustande ? 

Obschon eine direkte Wirkung des Wasserstoffperoxyds auf die Erythro 
cyten in diesem Sinne durchaus méglich erscheint, so mu doch betont 
werden, daB sich dieselbe auch ohne Schwierigkeit dem Erscheinungs 
komplex subsummieren liBt, welchen eine Kohlenséiurebeladung der Blut 
kérperchen bewirkt. Denn so wie die Kohlensaiure Wasserstoffperoxyd 
aus ihren Salzen in Freiheit zu setzen vermag, so liegt es im Wesen diese: 
beiden schwachen Sauren begriindet, dai auch umgekehrt bis zu einem 
von der Dissoziationskonstante bestimmten Gleichgewicht Wasserstoft 
peroxyd Kohlenséure aus den Carbonaten des betreffenden Mediums bildet 
Der Wasserstoffperoxydeinflu8 auf die Resistenz der Blutkérperchen ware 
dann indirekt als Kohlenséiureeffekt zu bewerten, wahrend die typische 
oxydative Farbanderung der Blutkérperchen der direkten Oxydations 
wirkung des Wasserstoffperoxyds zuzuschreiben ware. Es spricht fiir eine 
solehe Ursache der Resistenzinderung der Umstand, dab, wie aus den 
Versuchen von IJdzerda und van Everdingen hervorgeht, die Resistenz- 
verminderung unter sonst gleichen Bedingungen mit dem px zunimmt 
und bei sehr hohen py-Werten das Bild des Typus Brown /}, d. h. des hamo 
lytischen Streptococcus darbietet. Denn je héher das px, desto gréBer 
mu auch die aus dem Medium in Freiheit gesetzte Kohlensaéuremenge 
sein. Die Anderungen, die diese an den Blutkérperchen bewirkt, miissen 
wohl, wenn man sich der grundlegenden Befunde von Hamburger? u. a. er- 
innert, letzten Endes in einer Resistenzverminderung bestehen. Bekanntlich 
besteht ja die reversible Reaktion, die bei Kohlensaiurebeladung der Blut 
kérperchen im gewo6hnlichen venédsen und noch mehr im Stauungsblut 
stattfindet, unter anderem im Austausch von je zwei einwertigen Chlor 
ionen des Plasmas gegen ein zweiwertiges Carbonation des Blutkérperchen 
innern mit dementsprechender osmotischer Dehnung der Blutkérperchen 
hiillle. Dies digrfte aber. wie*zum mindesten anzunehmen ist, von eine! 
dem Grad der osmotischen Dehnung parallel gehenden Resistenzverminde 
rung begleitet sein, die ihrerseits das himolytische Erscheinungsbild bedingt 
Kommt es nicht zur vollkommenen Himolyse, so bewirkt der nachfolgend 


1 J.H. Brown, Bloodagar for study of streptococci. Monograph 
Nr. 9 of the Rockefeller Institute 1919. 

2 Idzerda u. van Everdingen, |. c. 

3 Siehe Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre. 
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sauerstoffschub, welcher der katalatischen Zersetzung des Wasserstoff- 
roxyds entstammt, den Ubergang der Blutkérperchen aus dem Zustande 
v Resistenzverminderung in denjenigen der Resistenzvermehrung. Die 
nschlagigen Befunde von Jdzerda und van Everdingen stehen durchaus 
n Ubereinstimmung mit den Folgerungen, die sich aus den Versuchen von 
Hamburger (1. c.) ziehen lassen, bei denen die Sauerstoffbeladung der Blut 
rperchen in den Lungen oder in vitro den dem Verhalten bei Kohlen 
iurebeladung entgegengesetzten, Austausch bedingt. D.h. an Stelle von 
wei auswandernden Chlorionen wandert je ein zweiwertiges Carbonation 
des Plasmas in das Blutkérpercheninnere ein. Diese Wanderung, die je 
nach der Menge der betroffenen Erythrocyten! eine geringere oder gréBere 
Verminderung der Teilchenzahl in den Blutkérperchen zur Folge hat, 
bringt eine soleche Anderung der osmotischen Verhiltnisse mit sich, dal 
eine Volumenabnahme stattfinden mu, die sich nach den Ergebnissen 
von Hamburger wohl auch an Pferdeblutkérperchen mikroskopisch nach 
weisen lassen kénnte. Die Volumenabnahme diirfte von einer Resistenz 
zunahme der Blutkérperchen gegeniiber Temperaturanderungen und hypo 
osmotischen Einfliissen des Mediums begleitet sein, und es ist anzunehmen, 
daB sich durch Anderung der Konzentration der Chlor- und Carbonationen 
des Plasmas und kiinstlicher Medien die osmotischen Variationen an den 
Blutkérperchen und ihre haimolytischen Auswirkungen weitgehend variieren 
lassen. Tatsachlich erhielt T’okagi? bei Versuchen mit kolloidem Queck 
silber sehr betrachtliche hamolytische Zonen in Kochsalz-Agarplatten, und 
Idzerda und ven Everdingen*® erwahnen die viel intensivere und umfang- 
reichere Resistenzverrainderung in Kochsalzlésung im Vergleich zu Fleisch- 
bouillon. Dieses Verhalten ist nach den theoretischen Gesichtspunkten, 
die Hamburger entwickelt hat, wie nach seinen experimentellen Befunden 
zuerwarten. Denn je héher die Zahl der fiir den Austausch mit den Carbonat 
ionen der Blutkérperchen disponiblen Chlorionen ist (und je geringer die 
Zahl der Blutkérperchen, auf welche sich die einwandernden Chlorionen zu 
verteilen haben), desto gréBer miissen die zutage tretenden, zu Dehnung 
der Blutkérperchenhiille, Resistenzabnahme und Hiamolyse fihrenden 
osmotischen Anderungen sein. Bei chemisch nicht indifferenten hamolyti- 
schen Agenzien und solchen, welche ihren Effekt auf eine Anderung der 
Léslichkeit und Lésung in und von der lipoiden Blutkérperchenhiille griinden, 
wie Saponin, liegen dagegen kompliziertere Verhaltnisse vor. Auf diese 
kann hier nicht eingegangen werden; denn der Zweck der vorliegenden 
Zeilen ist erreicht, wenn das Interesse der Forscher, die sich mit der Er- 
klarung der Befunde von Brown, Idzerda und van Everdingen befassen, 
auch auf die bisher in diesem Zusammenhang nicht beriicksichtigten klassi- 
schen Untersuchungen Hamburgers hingewiesen worden ist. 
‘ 


Je geringer die Erythrocytenzanl ist, auf welche sich die einwandernden 
Carbonationen verteilen, desto stirker ausgeprigt diirfte die Volumen 
abnahme des einzelnen Blutkérperchens sein, gerade so wie im Falle der 
Volumenabnahme der reversiblen Reaktion. 

2 Tokaqgi, diese Zeitschr. 172, 482, 1926. 
3 Idzerda u. van Everdingen, ebenda 249, 388, 390, 391, 1932. 








Untersuchungen iiber den Serumalbumin- und Serumglobulin- 
gehalt des Serums unter wechselnden Umstinden. 


Von 


\. Henriques und Ulla Klausen. 
(Aus dem Medizinisch-Physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. 


(Eingegangen am 25, August 1932.) 


Der Serumailbumin- und Serumglobulingehalt des Blutes sowie 
das gegenseitige Verhaltnis dieser beiden Stoffe (A: G) ist bereits zum 
Gegenstand einer groBen Reihe von Untersuchungen gemacht worden 
Der Grund, weshalb iiber die durch verschiedene Eingriffe, wie 
z. B. AderlaB, oder durch verschiedene Krankheiten eintretenden 
Schwankungen des genannten Verhaltnisses bis heute noch keine véllige 
Einigkeit erreichbar war, diirfte zum groBen Teil in der Verschiedenheit 
der im Laufe der Zeit fiir die Bestimmung des Serumalbumin- bzw 
Serumglobulingehaltes des Blutes benutzten Methoden zu suchen sein, 
wenngleich bei Trennung der beiden genannten Serumbestandteile 
fiir die Fallung des Serumglobulins allerdings gewéhnlich die alte 
klassische Methode: Halbsattigung mit Ammoniumsulfat benutzt 
worden ist. 

Die wahrend der letzten Jahre stattgefundenen riesigen Fort- 
schritte unserer Kenntnisse der Chemie der Proteinstoffe regen zur 
Erwigung dariiber an, ob es etwa nicht méglich ware, durch ein 
rationelleres Verfahren, als es bisher benutzt wurde, fiir Serumalbumin 
bzw. Serumglobulin Werte zu ermitteln, welche fiir den Gehalt des 
Biutes an diesen beiden Stoffen einen genaueren Ausdruck, als bisher 
erreichbar, liefern. 

Von einer naiheren Darstellung der zur Zeit unter den physiologischen 
Chemikern herrschenden Vorstellungen tiber das gegenseitige Verhaltnis 
der gelésten Proteinstoffe sehen wir hier ab, begniigen uns vielmehr mit 
dem Hinweis auf die vorziigliche diesbeziigliche Darstellung von S. P. / 
Sérensen'. Dieser Forscher erértert u. a. die Frage, ob tiberhaupt fiir di 


1 S§. P. L. Sérensen, C. vr. des travaux du Laboratoire Carlsberg 18 
1, 1929/30. 
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seibehaltung des alten Einteilungsprinzips und der alten Bezeichnungen der 
KiweiBstoffe irgendwelcher Grund vorhanden ist, da ja anzunehmen ist, 
laf diese Stoffe innerhalb der biologischen Fliissigkeiten im genuinen 
Zustande nicht vorhanden oder jedenfalls nicht ausschlieBlich in Gestalt 
ler durch ein bestimmtes Herstellungs- und Reinigungsverfahren isolier- 
waren Systeme vorhanden sind. Sérensen beantwortet diese Frage be- 
jahend; die gewonnenen Ergebnisse sind aber selbstverstandlich nur unter 
der Voraussetzung vergleichbar, daB die Bestimmungen der Serumalbumin- 
bzw. Serumglobulinmengen stets soweit wie méglich bei gleichen Versuchs- 
bedingungen vorgenommen werden. Wiinscht man deshalb die Bestimmung 
des Serumglobulingehaltes mittels Halbsattigung mit Ammoniumsulfat 
vorzunehmen, miissen nicht allein Salzgehalt und Wasserstoffionenaktivitat 
genau bestimmt sein, sondern es mu8 auch die Proteinkonzentration des 
zu untersuchenden Serums in samtlichen Fallen die gleiche sein. Erst 
das Vorhandensein dieser Bedingungen erméglicht vergleichbare Ergebnisse. 


Unserer Darstellung des von uns benutzten Verfahrens fiir die 
Bestimmung des Serumalbumin- bzw. Serumglobulingehaltes des 
Blutes méchten wir die Erwahnung einiger jiingst von A. Fischer! 


veréffentlichten Versuchsergebnisse vorausschicken, welche falls 
sie zutreffend waren -— die von uns im nachstehenden mitgeteilten 


Versuche vollig gegenstandslos machen wiirden. 
Zusammenfassend auBert sich Fischer wie folgt: 


..Die Untersuchungen haben ergeben, dai eine absolute Uberein- 
stimmung zwischen Antiprothrombinwirkung und der Menge der Globuline 
eines Blutserums besteht. Andererseits bildet Antiprothrombin (nach 
Howell ein relativ einfacher K6érper, ein Glucuronsiurederivat) mit Serum- 
albumin Komplexe, die in physikalisch-chemischer Hinsicht die gréBte 
Ahnlichkeit mit den natiirlichen Globulinen aufweisen. Die EiweiBkomplexe, 
die wir als Globuline bezeichnen, entstehen durch die Einwirkung des 
Heparins, eines Produkts der Leber, auf ein einheitliches BluteiweiB. Heparin 
bewirkt eine sofortige Umwandlung von Serumalbumin zu Globulin. Es 
handelt sich also hierbei nicht um einen komplizierten Reaktionsverlauf, 
dessen Zustandekommen 7m vitro sehr intensive chemische Eingriffe erfordern 
wurde, sondern um eine Koppelung in der Leber zwischen den vom Darm 
kommenden abgebauten EiweiBk6érpern und dem Heparin. 





Mittels eines einzigen kérpereigenen Stoffes, des Heparins, bestelit 
die Méglichkeit. die Bildung aller Globuline zu erklaren. Kein andere: 
der bisher bekannten Stoffe des Organismus hat eine derartig aktive Wirkung 
auf die Eiwei8kérper wie das Heparin. Solange die Globuline hauptsachlich 
chemisch-physikalisch charakterisiert werden, berechtigen uns die Unter- 
suchungen zu dem SchluB, daB das Heparin fiir die Bildung der Globuline 
allein verantwortlich ist.‘ 


Behufs Untersuchung dariiber, ob Heparinzusatz zum Serum das 
Verhaltnis zwischen Albumin- und Globulingehalt nennenswert zu 
beeinflussen vermag, haben wir, vor der Globulinfillung  mittels 


1 4. Fischer, diese Zeitschr. 244. 464, 1932. 
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Ammoniumsulfat, dem Serum wechselnde Heparinmengen zugesetzt 

Beispielsweise seien die nachstehenden Versuche mitgeteilt, deren 
Methodik spaterhin naiher besprochen werden wird. Das benutzti 
Serum entstammt einem Kaninchen. Vor der Globulinfallung wurde: 
wechselnde Heparinmengen zugesetzt. 


Versuch 1. 





Totalprotein Albumin Giobulin mg Heparin 
Vo Vo v pro 20 mg Protein 
7,27 6,17 1,10 0) 

7,27 6,12 1,15 0,01 
7,27 6,14 1,13 0,1 
7,27 6,24 1,03 1,0 


Versuch 2. 





Totalprotein Albumin Globulin mg Heparin 
% 9% pro 20 mg Protein 
6,16 4,54 1,62 0 
6,16 4,50 1,66 0,01 
6,16 4,56 1,60 1,0 


Wie hieraus ersichtlich, wird die Menge des gefallten Globulins 
von einem Heparinzusatz zum Serum nicht beeinfluBt. 

In einem einzelnen Falle haben wir, wie aus Versuch 3 hervorgeht, 
nach Heparinzusatz eine geringfiigige Anderung der Globulinmenge 





beobachtet. 
Versuch 3. 
Totalprotein Albumin Globulin mg Heparin 
9/9 0/9 0 pro 20 mg Protein 
6,65 5,34 1.31 0 
6.65 5,40 1,25 0,01 
6,65 5,42 1,23 0,05 
6,65 5,43 1,22 0,1 
6,65 5,41 1,24 0,5 
6,65 5,52 1,13 1,0 


Dieser Zusatz weist nach Zusatz von 1 mg Heparin pro 20 mg 
Totalprotein den Versuchen ohne Heparinzusatz gegeniiber einen 
etwas niedrigeren Globulinwert auf. DaB Heparin in bedeutender 
Menge die Fallung zu beeinflussen vermag, hat an sich nichts Merk- 
wiirdiges, es zeigt sich aber hier, daB die Globulinmenge nach dem 


' Das von uns benutzte Heparin ist von drei verschiedenen. Firmen 
hergestellt : Dr..4.Griibler, Leipzig. Schering-Kahlbaum und H ynson, Westcott 
& Dunning, Baltimore 
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Heparinversuch abgenommen hat. Falls die Behauptung von Fischer, 
laB Globulin mit Heparin-Albumin als identisch zu erachten sei, zu 
treffend ist, ware nach erfolgtem Heparinzusatz nicht eine Abnahme, 
sondern vielmehr eine Steigerung der Globulinmenge zu erwarten. 
Deshalb glauben wir, uns der oben zitierten Zusammenfassung 
der Untersuchungen von Fischer iiber die Bildung des Serumglobulins 
aus Serumalbumin (+ Heparin) nicht anschlieBen zu kénnen. 


Analysenmethodik. 


Eine Darstellung der von uns benutzten Methodik ist im Aufsatz von 
Thor Jorgensen: ,,Studien uber die Failung der Serumproteine’’! enthalten. 
Wie haben indessen die Methode in gewissen wesentlichen Punkten ab- 
geandert; u.a. haben wir fiir die Fallung der Proteinstoffe, anstatt Er- 
warmung bis 100° auf dem Wasserbad, Gerbsaure® benutzt. und des weiteren 
benutzten wir fiir Globulinfallung stets Serum, welches auf den Gehalt 
von 2°, Totalproteinstoff verdiinnt war. 

Fir die Albumin- bzw. Globulinbestimmungen wurden folgende 
Lésungen angewandt : 

Gesattigte K NaSO,-Lésung. 400g K,SO, — 2025 g Na,SO, werden 
nach Lésung in 3600 cem H,O filtriert. 

Gerbsdurereagens. 70g Gerbsaiure + 100g NaCl nebst 50 ¢em Eis- 
essig werden mit Wasser auf | Liter verdiinnt. 

Fiir die Auswaschung des gefallten Proteins werden: 50 cem gesattigtes 
KNaSO, + 10 cem Gerbsiurereagens + Wasser bis | Liter benutzt. 

Fadllungslésung fiir Globulinfdllung. Drei Teile gesattigter Ammonium- 
sulfatlésung + 2 Teile einer Lésung von 290 Teilen n/5_ Essigsdure 

1710 Teile n/5 Natriumacetat. 


Das Totalprotein des Serums wird in folgender Weise bestimmt: 


0,5 cem Serum werden mit 15 cem Wasser — 5 cem gesattigtes K NaSO, 

+ leem Gerbséurereagens versetzt. Der Niederschlag wird auf dem Filter 
mit der obengenannten Lésung ausgewaschen. Filter nebst Niederschlag 
werden in einen 200 cem fassenden Ajeldahl-Kolben gebracht, wonach die 
N-Bestimmung laut Angabe von Jdérgensen® 
Albuminbestimmung wird, wie bereits erwihnt, nach Verdiinnung des 
Serums mit 0,9° ig. NaCl-Lésung auf 2°, 
(A—2)eem 0,9° ig. NaCl-Lésung (A Prozent Totalprotein). 1 cem 
des verdiinnten Serums wird in ein Zentrifugenglas gebracht und mit 5 cem 


vorgenommen wird. Die 


vorgenommen (2 ccm Serum 


Fallungslésung versetzt. Nach erfolgter Zentrifugierung werden 5 ccm der 
iiber den Globulinniederschlag stehenden klaren Fliissigkeit mittels Pipette 
entnommen und mit 15cem Wasser 5eem KNSO,-Lésung leem 
Gerbsaurereagens versetzt. Der Albuminniederschlag wird abzentrifugiert 


? Skand. Arch. f. Physiol. 61, 1931. 

2 Die von uns benutzte Gerbséuremethode ist diejenige, welche jetzt 
am Carlsberg-Laboratorium (Prof. S. P. L. Sérensen) benutzt wird. Fin 
die uns giitigst erteilten detaillierten Aufschliisse iiber das Verfahren 
statten wir Frau VU. Sérensen unseren ergebenen Dank ab. 

3 Skand. Arch. f. Physiol. 61, 134, 1931. 
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und die dariiberstehende klare Fliissigkeit abgegossen, was sich bewerk 
stelligen laBt, ohne dab der Albuminniederschiag mitlauft. Der Niederschla, 
wird in der oben angegebenen Auswaschungslésung aufgeschlammt un 
wiederum zentrifugiert. Nach drei- bis viermaliger Wiederholung wird 
der Niederschlag auf ein Filter gebracht, welcher, wie bei der Totalprotein 
bestimmung angegeben, weiter behandelt wird. 

Samtliche angefiihrten Werte stellen den Mittelwert zweier Analysen dar 

In einigen Fallen, insbesondere bei der Untersuchung der Lymphe au: 
dem Ductus thoracicus, laBt sich der Globulinniederschlag nicht vollstandig 
abzentrifugieren; die dariiberstehende Fliissigkeit wird nicht wasserhel! 
bleibt vielmehr leicht opaleszierend. Dies ist ohne Zweifel auf das Vor 
handensein von Lipoiden in verhaltnismaBig groBer Menge zurtickzufiihren, 
Gewohnlich laBt sich die Fliissigkeit durch Zusatz eines Tropfens Aceton 
und wiederholte Zentrifugierung klar machen. Bei einzelnen Lymphproben 
hat es sich jedoch als notwendig erwiesen, zwecks vollstandiger Ent- 
fernung des gefallten Globulins wiederholte Filtrierungen vorzunehmen. 

Was die nachstehend mitgeteilten Versuche betrifft, wurde die oben 
angegebene Methode (Gerbséurefallung und Fallung des Globulins in 2° iger 
Proteinlésung) bei simtlichen AderlaB-, Lymphen- und Phosphorvery'ftungs 
versuchen, in den tibrigen Versuchen dagegen die Methode von / érgense) 
benutzt. Wenngleich letztere Methode nicht als ganz so zuverliéssig erachtet 
werden darf wie die Gerbsaurefaillungsmethode, stimmen immerhin dic 
gewonnenen Ergebnisse so gut iiberein, da®& sie ohne Zweifel einen genauen 
Ausdruck fiir die Schwankungen des Verhaltnisses Albumin/Globulin in 
Serum darstellen. 

Eine Betrachtung der Totalproteinwerte und der Werte des Ver- 
haltnisses Albumin: Globulin (A: G) bei den benutzten Versuchs- 
tieren erweist ziemlich erhebliche individuelle Schwankungen. In 23 Ver- 
suchen mit normalen Kaninchen im Gewicht von 2 bis 3 kg stelite sich 
als Maximal- bzw. Minimalwert des Totalproteins 6,68 bzw. 5,10 °%, 
durchschnittlich 5,92°, heraus. Das Verhaltnis A: G schwankte 
zwischen 5,85 und 0,92, mit einer Durchschnittszahl von 2,55. Eine 
Erklarung dieser individuellen Abweichungen des Verhaltnisses A: G 
laBt sich nicht geben. DaB die Totalproteinmenge von Tier zu Tier 
erheblich schwanken mag, kann uns selbstverstandlich nicht wundern ; 
die Annahme wire indessen berechtigt, daB das Verhaltnis A: G inner- 
halb simtlicher Individuen derselben Tiergattung einigermaBen das 
gleiche sein miBte; dies ist aber also nicht der Fall. Dagegen scheint 
das Verhaltnis A : G innerhalb des einzelnen Individuums keiner nennens- 
werten Verschiebung zu unterliegen, es sei denn, daB ein besonders 
starker Eingriff, wie z. B. AderlaB, stattfindet. In der Literatur 
begegnen uns mitunter Angaben iiber starke Verschiebungen des 
Verhiltnisses A:G. So berichten Eppinger, Kirsch und Schwarz! 
iiber einen Versuch mit einem Hunde, wo A: G zwischen 0,19 und 10,5 
schwankte. Unserer Ansicht nach diirften Schwankungen dieser 


' Das Versagen des Kreislaufes. Berlin, Julius Springer, 1927, S. 165. 
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anfalles. Um 14 Uhr 30 Minuten Entnahme der Blutprobe VI. Um 14 Uhr 
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GréBenordnung selbst bei tiefgehenden Stérungen des Organismus 
kaum denkbar sein. Unter den zahlreichen von uns mit Kaninchen, 
Hunden und Ziegen vorgenommenen Versuchen sind uns jedenfalls 
niemals Schwankungen wie die von Eppinger und seinen Mitarbeitern 


iungegebenen begegnet. 


Versuche mit Einatmung von Kohlensiure. 


Wie in der oben erwaihnten Arbeit von Eppinger, Kirsch und 
Schwarz angefiihrt ist, bewirkt die Einatmung von 30°, CO, (die Ver- 
suche wurden mit Hunden und Katzen ausgefiihrt) eine betrachtliche 
Verschiebung des BluteiweiBbildes im Sinne einer prozentuellen und 
absoluten Vermehrung des Globulins und gleichzeitig einer ent- 
sprechenden Abnahme der Albuminfraktion. 

Behufs Untersuchung der Einwirkung der Kohlensdiure auf die 
vroteine des Blutes haben wir einige Versuche mit Hunden vorgenommen 
Nach einer bei Morphiumnarkose vorgenommenen Tracheotomie atmen 
die Tiere durch Ventile aus einem groBen Spirometer, welches fort- 
wahrend mittels zweier Pumpen mit einer Mischung gleicher Teile CO, 
und Sauerstoff — also 50°, CO, -— versorgt wird. Der Art. femoralis 
oder carotis werden fiir jede Probe ungefihr 20 cem Blut entnommen. 


Versuch 1. 


Hund, Gewicht 12 kg. Zunachst Einatmung atmospharischer Luft. 
Um 10 Uhr 45 Minuten wird Blutprobe I entnommen. Um 10 Uhr 50 Mi- 
nuten beginnt die Einatmung von 50°, CO,. Um 11 Uhr 22 Minuten Ent- 
nahme der Blutprobe Il, um 12 Uhr 30 Minuten Entnahme der Blut- 
probe [II, um 13 Uhr 44 Minuten Entnahme der Blutprobe IV. Um 13 Uhr 
45 Minuten wieder Einatmung der atmospharischen Luft. Sofort danach 
stellten sich periodenweise die von P. Albitzsky' geschilderten tetanischen 
Krampfe ein. Diese den Strychninkrimpfen vollstandig ahnlichen Krampte 
kénnen bei leichter Beriihrung der Haut oder bei starkem Schall eintreten, 
Um 14 Uhr 5 Minuten Entnahme der Blutprobe V wahrend eines Krampt- 








40 Minuten Tod wahrend eines Krampfanfalles. Das Ergebnis der Serum 

untersuchung war folgendes: | 
| 
Totalprotei lt Hobuli | 

Blutprobe I aa tein A ~~ ( : ulin er 

I 6,14 3,74 2,40 1.56 

Kinatmung von 50°, CO, 

Il 5,90 3,59 2.31 1,55 

ILI 5,36 3,30 2.06 1.60 

IV 5,50 3,33 2,17 1,53 

Einatmung atmospharischer Luft 
V 5.71 3,36 2,35 1,43 
VI 5.56 3,24 2,32 1.41 


1 Pfliigers Arch. 145, 1912. 
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Versuch 2. 


Hund, Gewicht 17,6 kg. Tracheotomie bei Morphiumnarkose. UU) 
13 Uhr Entnahme der Blutprobe L aus der Carotis. Um 13 Uhr 5 Minute: 
beginnt die Einatmung von CQO ,-haltiger Luft (49,4°,, CO,). Um 13 U} 
35 Minuten, 14 Uhr 30 Minuten, 16 Uhr 5 Minuten Entnahme der Blut 
proben IT, IIL und [V. Um 16 Uhr 6 Minuten wieder Einatmung von 
atmospharischer Luft. Um 16 Uhr 35 Minuten und 17 Uhr 5 Minute: 
Entnahme der Blutproben V und VI. Sofort nach Aufhéren der CO,-Ein 
atmung stellten sich tonische und klonische Krimpfe ein, begleitet von 
Stockung der Respiration; dieselbe fing wieder an, wonach die Krampt: 
aufhoérten. Das Tier wird getétet. Das Ergebnis war folgendes: 





Blutprobe ——— Albumin —— 4:6 
9 0 
| 5.54 2,98 2.56 1,17 
Kinatmung von 494°, CO, 
II 6,18 3,37 2.81 1,20 
III 6,01 3,27 2.74 1,19 
IV 5.87 3,18 2.69 1,15 
Kinatmung atmosphiarischer Luft 
V 6,00 3,25 2,75 1,18 
VI 6,02 3,28 2,74 1,20 
Versuch 3. 
i Hund, Gewicht 15 kg. Tracheotomie bei Morphiumnarkose. Um 
/ 12 Uhr 20 Minuten Entnahme der Blutprobe I aus der Carotis. Um 12 Uh 
55 Minuten beginnt die Einatmung von C'O,-haltiger Luft (49,5°,). Um 


' 13 Uhr 30 Minuten, 14 Uhr, 14Uhr 306 Minuten Entnahme der Blut 
proben II, II] und IV. Sofort nach der letzteren wieder Einatmung der 
atmospharischen Luft, wonach sich sofort heftige Krampfe mit Respirations- 
stockung einstellen. Hiernach wiederum normale Respiration. Um 15 Uhr 
Entnahme der Blutprobe V. Das Ergebnis war folgendes: . 


‘ 





Blutprobe —— oaraeee — A:G 
I 5,14 2,91 2,23 1,31 
Einatmung von 49,5°, CO, 

II 5,25 2,90 2,35 1,24 

Il 5,09 2,81 2,28 1,23 

IV 5,08 2.80 2,28 1,23 

Einatmung atmospharischer Luft 

V 5,22 2,95 2,27 1,30 
’ Wie aus den hier mitgeteilten drei Versuchen iiber die Bedeutung 
. der Einatmung von Kohlensaure fiir den Serumalbumin- bzw. Serum. 
globulingehalt des Blutes und fiir das Verhaltnis zwischen diesen beiden 


Stoffen hervorgeht, bleibt der Proteingehalt des Serums von der Ein- 
atmung von CO, unbeeinfluft. 
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Versuche iiber den EinfluB von Leberschidigungen auf die Menge 
der Serumproteine und auf deren gegenseitiges Verhiltnis. 


Entstehungsart und Entstehungsweise der Serumproteine mit 
\usnahme des Fibrinogens sind bis heute nicht bekannt. Der Ge- 
danke liegt jedoch nahe, daB die Leber bei der Bildung dieser Proteine 


eine Rolle spiele, sei es nun durch einen sekretorischen Vorgang oder 


einfach durch eine Art Diffusion aus den Leberzellen in die Blutbahn 
hinein. Wir haben deshalb eine Untersuchung dariiber von Bedeutung 
erachtet, ob etwa Leberschidigungen verschiedener Art im Ver- 
haltnis A: G wesentliche Verschiebungen herbeizufiihren vermégen 


Versuche mit Phosphorvergiftung. 


Versuch 4. 


Kaninchen, Gewicht 2,7 kg. Der Ohrvene werden 20 cem Blut ent 


nommen. Danach mittels Schlundsonde Eingabe von 1 cem Phosphordé! 
0.5 g Phosphor in 100cem Olivendl gelést). An den folgenden Tagen 
wird wiederum 1 cem Phosphorél eingegeben, und dem Ohr wird taglich 
eine Blutprobe (etwa 20 ccm) entnommen. Das Tier starb nach 7 Tagen. 





Tot rote b i tlob 

Tag I — tein Al _— Gl : ulin 4:6 

1. 6.95 5,79 1.16 5,00 

2. 5,86 4,87 0.99 4.93 

3 5.89 4.90 0.99 4.95 Albumin nimmt 
3. 5,8¢ B 9S SK eo 

4, 5,66 4,75 0,91 5,22 ae Se 7 
5, 5.73 456 117 3°90 Globulin nimmt 
6. 5.02 3.77 1,25 3.01 raieiodae 

: A 4,29 3,18 1,11 3,51 


Versuch 5. 


Kaninchen, Gewicht 2.3 kg. Behandlung wie Kaninchen Nr. 4. Am 
vierten Tage gestorben. 





- Totalprotein Albumin Globulin : 
Tag ° e - A:G 
0 ( "lo 
, 7,01 5,20 1,81 2,88 | Albumin nimmt um 
2. 5,65 4,25 1,40 3,04 24% ab, Globulin 
3, 5.66 3,94 1,72 2.29 | nimmt um 4% ab 


Versuch 6. 


Kaninchen, Gewicht 3,0 kg. Behandlung wie oben. Am vierten Taye 
gestorben. 





“a Totalprotein Albumin Globulin 

Tag ‘ - A A:G 

1. 7.96 5.91 2.05 2.59 | Albumin nimmt um 
2. 6,68 4.55 2.13 2.14 33% ab, Globulin 
3. 6,21 3.96 2.25 176 | steigt um 10 
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Versuch 7. 


Kaninchen, Gewicht 2,7 kg. Behandlung wie oben. Am fiinften Tag: 
gestorben. 





Tag eo anon areas A:G 

0 
I 6,27 5,69 1,58 3,60 | Albumin nimmt un 
) 4 Tad ¢ . € a i 
2, 5,66 4,40 1,26 3,49 a a Gee 
3. 5,50 4,13 1,37 3,01 ee 
4 4 85 3 Ig 1 57 909 | unverandert 


Versuch &, 


Kaninchen, Gewicht 2,6 kg. Behandlung wie oben. Am vierten Tags 
gestorben. 





a Totalprotein Albumin Globulin 

Tag 0 0 0 A:G 

1 7,26 5,47 1,58 3,46 )} Albumin nimmt um 
2. 6,71 5,02 1,69 2,97 32°, ab, Globulir 
3. 5,40 3,73 1,67 2,23 steigt um 6% 


Wie aus obigen Versuchen mit groBer Deutlichkeit hervorgeht, 
fiihrt die Phosphorvergiftung eine starke Abnahme der Totalprotein- 
menge des Serums herbei; von dieser Abnahme wird jedoch ausschlieB- 


lich die Albuminmenge betroffen, wihrend der Globulingehalt entweder 


unverandert bleibt oder sogar in einigen Fallen in der letztentnommenen 
H Blutprobe héher ist als in der unmittelbar vor der Vergiftung ent- 
nommenen Probe. Auf die Frage der Deutung dieser Erscheinung 
werden wir spaterhin zuriickkommen. 


Versuche mit Unterbindung des Duectus choledochus. 


Versuch 9. 





Kaninchen, Gewicht 2,2 kg. Die Blutproben werden der Ohrvene 
entnommen. 
Blut- Totalprotein Albumin Globulin kee 
entnahme 0/, 0% Ojo scahlices 
26. Hi. 5,91 3,83 2,08 1,84 * 
28. II. 5,45 3,10 2,35 1,32 
2. II. 6,00 3,00 3,00 1,00 


* Sofort nach Unterbindung des Gallenganges. 


Wie aus dem Versuch ersichtlich, fiihrt die Unterbindung des 
Gallenganges eine merkbare Abnahme des Verhaltnisses A: G herbei, 
und zwar in der Weise, daB die Albuminmenge abnimmt, wahrend sich 
die Globulinmenge erhéht. Die Totalproteinmenge nimmt nicht ab. 
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Versuch 10. 


Hund, Gewicht 14kg. Die Blutproben werden der Ohrvene ent- 
1ommen. Zundchst wird eine Normalblutprobe entnommen, danach erfolgt 
i Athernarkose Unterbindung und Durchschneidung des Ductus chole- 
lochus. Das Serum hatte nach Unterbindung des Gallenganges stets eine 
sehr starke gelbe Farbe. Das Ergebnis des Versuchs war folgendes: 





Blut- Totalprotein Albumin Globulin 


entnahme 09 a A:G 
27. Il. 5,50 3,55 1,95 1,82 

2. iit. 6,58 4,25 2,65 1,59 

6. III. 5,83 3,78 2,05 1,84 

9. ITI. 5,28 3,32 1,96 1,59 
12. ITI. 5,28 3,26 2,02 1,61 
16. IIT. 5,37 3,19 2,18 1,46 
19. III. 5,69 3,28 2,41 1,36 
21. Il. 5,47 3,28 2,19 1,49 
27. Il. 5,68 3,26 2,42 1,35 
31. IT. 5,37 3.16 2,21 1,43 

ee - 5,95 3,22 2,73 1,18 
13. IV. 5,60 2,92 2,65 yt 
16. IV. 5.58 2.84 2,74 O4 
22. IV. 4.48 2,28 2,20 1,04 
28. IV. 3,51 1,82 1,99 (92 
30. IV. 4.17 1,88 2,29 0,82 


Dieser Versuch zeigt ebenfalls eine starke Abnahme des Albumin- 
gehaltes und eine Steigerung des Globulingehaltes. Der Totalprotein- 
gehalt des Serums nimmt merkbar ab, d.h. also fortlaufend eine Ab- 
nahme des Verhiltnisses A: G. 


Die Bedeutung des Aderlasses fiir das Verhiltnis A: G. 


Uber die Regeneration der Proteine des Blutes nach AderlaB 
liegt in der Literatur eine groBe Reihe von Untersuchungen vor. 
Nach Angabe einer Anzahl von Forschern! fiihrt der AderlaB eine 
Verschiebung des Verhaltnisses zwischen Serumalbumin und Serum- 
globulin herbei, indem das Serumglobulin schneller aus dem Gewebe 
in das Blut iibertritt als das Serumalbumin, was sich in einer Ab- 
nahme des Verhaltnisses A: G ausdriickt. 


Wir haben an Kaninchen eine Reihe diesbeziiglicher Versuche 
vorgenommen, und zwar unter Anwendung von Gerbsaure fiir die 
Fallung der Proteine und Verdiinnung des Serums auf , Total- 


90 


protein vor Fallung des Serumglobulins. Einzelne Beispiele dieser 


Versuche seien hier angefiihrt. 


1 Wipple u. Mitarbeiter, Amer. J. of Physiol. 47, 52; BE. H. Fishberg, 
J. of biol. Chem. S81. 
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Versuch 11. 

Kaninchen. Gewicht 2,6 kg. Blutprobeentnahme aus der Carotis 
Um 10 Uhr 35 Minuten werden im ganzen 45 cem Blut entnommen, welche 
68°, Hamoglobin enthalt. Um 13 Uhr 35 Minuten wiederum Blutentnahny 
von 30cem. Hamoglobin 46°... Um 16 Uhr 35 Minuten nochmalige Blut 
entnahme von 20cem. Hamoglobin 30°,. Am folgenden Tage wurde: 
wiederum 24 ccm Blut entnommen. Hiamoglobin 26”... Bald hiernach tot 
Das Ergebnis war folgendes: 





Total- 
Blutentnahme protein 
0 


Albumin Globulin 


0 


9. XI. 105 35 6,68 4,06 2.6% A Albumin nimmt 

13 35 4,28 3,17 ; 8 | um 34%, ab, 

16 35 3,93 2.68 4 2.16 Globulin nimmt 

10. XL. 11 4,18 2.66 iy 7 um 53°% ab 
Versuch 12. 

Kaninchen, Gewicht 2,6 kg. Nach jeweiliger Blutentnahme werde1 
einem anderen Kaninchen entnommene, reingewaschene, in Ringerlésung 
aufgeschlemmte Blutkérperchen injiziert, und zwar in einer der entnommenen 
Blutmenge entsprechenden Menge. Um 10 Uhr 15 Minuten Entnahme von 
48 cem Blut aus der Carotis. Hamoglobin 81°,. Um 16 Uhr Entnahny 
von 48cem Blut, Hamoglobin 75°,.. Um 19 Uhr Entnahme von 12 cem 
Blut. Hamoglobin 70°,. Letztere 12 cem wurden fiir die Analyse benutzt. 
Um 11 Uhr des folgenden Tages wurden 42 cem Blut entnommen. Hamo- 


globin 68°. 





Total- 


eniciiiaieras protein Albumin Globulin 


0 


16. XI. 10h 15’ 5,30 3,68 1,62 2,26 Albumin nimmt 
16 2.90 2.14 0,76 2.8% | um 34% ab, 


3.20 2.44 0.76 3 3 | Globulin nimmt 


i%.. Bi. 4,27 2.69 1.58 um 53°% ab 


. Versuch 13. 

Kaninchen, Gewicht 2,8 kg. Blutprobeentnahme aus der Carotis 
Nach jeweiligem AderlaB wird Ringerlésung (ohne Blutkérperchen) injiziert. 
Um 12 Uhr 30 Minuten wurden 24 cem Blut entnommen. Hamoglobin 78”. 


Um 13 Uhr 15 Minuten wiederum 12 ccm. Hamoglobin 58°,. Um 14 Uhr 


12cem. Hamoglobin 45°,. Um 14 Uhr 45 Minuten 12 cem. Hamoglobin 


40°. Um 15 Uhr 30 Minuten 12 cem. Hiamoglobin 35°, und schlieBlich 
um 16 Uhr 45 Minuten 12 cem m:t einem Hamoglobingehalt von 28° 





Total- 
Blutentnahme protein 


9% 


Albumin Globulin 


124 30’ 5,76 3,96 { 

13 15 4.80 3,38 Albumin nimmt 
14 4,60 3,26 é um 41°% ab. 
14 45 3,96 2,85 ‘ Globulin nimmt 
15 30 3,45 2.52 95 2.5 um 57% ab 
16 45 3,10 2.32 
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Ve rsuch 14. 


Kaninchen, Gewicht 2,8 kg. Blutentnmahme aus der Carotis. Nach 
jeweiliger Blutentnahme werden einem anderen Kaninchen entnommene, 
reingewaschene, in Ringerlésung aufgeschlemmte Blutkérperchen in die 
Vena jugularis injiziert. Um 13 Uhr, 16 Uhr und 19 Uhr werden 46, 36 
baw. l2cem Blut entnommen, und zwar ohne Hamoglobinbestimmung. 
Am folgenden Tage Entnahme von 36cem Blut. 3 Stunden danach tot. 





Total- 
Blutentnahme protein Albumin Globulin 1:G 
9 2} 5 39 ae +5 »99 
20. XI. 13h nal ate 3,67 1,69 seg Albumin nimmt 
16 4,09 2,88 1,21 2.38 um 16% ab, 
19 3,98 2.85 1,13 2,52 | Globulin nimmt 
21. XT. 14 4,12 3,10 1,02 3,03 um 38% ab 


Versuch 16. 


Kaninchen, Gewicht 2,6 kg. Blut der Carotis entnommen. Reinjektion 
reingewaschener Biutkérperchen in Ringerlésung. Um 13 Uhr 15 Minuten 
Entnahme von 24cem Blut. Um 14Uhr Entnahme von 12eccem Blut, 
Haimoglobin 68°,. Um 14 Uhr 45 Minuten Entnahme von 12 cem Blut. 
Um 15 Uhr 30 Minuten Entnahme von 12 cem Blut, Hamoglohin 48” 
Um 16Uhr 15 Minuten Entnahme von 12 cem Blut, Haimoglobin 42”... 
Am folgenden Tage werden zunachst 12 cem entnommen, danach im ganzen 
60 cem Blut entleert, von welchen die letztentnommenen 10 cem fiir die 
Analyse verwendet wurden. 





Total- 


Blutentnahme protein Albumin Globulin A:G 
17. Kit. 136 15’ 5.96 4.63 1,33 3.48 
14 5,09 3,92 1,12 3.54 
14 45 4,65 3,70 0.95 3.89 Albumin nimmt 
15 30 4,42 3,55 0,87 4,06 um 23% ab, 
16 15 4,20 3,36 0.84 4.09 goog ge 
18. XII. | 10 30 5.19 3,92 1,27 3,09 widtees 
10 35 4.36 3,32 1,04 3,19 





Wie aus den hier angefiihrten Beispielen deutlich hervorgeht 
erfolgt die Neubildung des Serumalbumins schneller als die Neubildung 
des Serumglobulins, was in einer fortwaihrenden Steigerung des Ver- 
haltnisses A: G zum Ausdruck kommt. In einigen der Versuche ist das 
Verhaltnis zwischen Albumin und Globulin am Tage nach einem 
kraftigen AderlaB auf seine urspriingliche Hohe zuriickgegangen; in 
anderen Fallen hat das Verhaltnis A: G am folgenden Tage eine noch 


weitere Steigerung erfahren. 
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Die Bedeutung des Aderlasses fiir das Verhiltnis A: G bei Tieren, 
an welchen ein Genickstich vorgenommen worden ist. 


Wahrend sich das Verhaltnis A: G, wie wir konstatiert haben, mit 
der fortschreitenden Blutentleerung fortwahrend steigert, hat sict. 
erwiesen, daB AderlaB an Tieren mit Genickstich entweder keine Ver- 
schiebung des genannten Verhaltnisses herbeifiihrt, oder aber von 
einer fortwihrenden Abnahme des genannten Verhaltnisses begleitet 
wird. Als Beispiele diesbeziiglicher Versuche seien hier angefiihrt: 


Versuch 16. 


Kaninchen, Gewicht 2.9kg. Tracheotomie. MKaniile in die Carotis 
Um 13 Uhr 25 Minuten Entnahme von 12 cem Blut, Hamoglobin 75 
Nach jeweiliger Blutentnahme werden eine entsprechende Menge rein 
gewaschener, in Ringerlésung aufgeschlimmte Blutkérperchen in die Ver 


jugularis injiziert. Um 13 Uhr 30 Minuten Genickstich und Anlegu 
kiinstlicher Respiration. Um 14 Uhr Blutentnahme von 48cem. | 


QO 


15 Uhr 15 Minuten Blutentnahme von 24 cem, Haémoglobin 62°, — | 
17 Uhr Blutentnahme von 24cem. Um 18 Uhr tot. Das Blut wird « 
Herzen entnommen. 





Blut- Totalprotein Albumin Globulin ; 
entnahme ¢ 0/4 0), are 
13 25’ 5,64 3,98 1,66 2,39 
14 5,49 3,88 1,61 2,40 Albumin nim 
15 15 3,87 2,73 1.14 244 ao 
Globulin nimmt 
17 3.40 2,42 0,98 2.46 um 45° al 
18 3.15 2,24 0,91 2,46 


Ve rsuch EZ. 


Kaninchen, Gewicht 2.7 kg. Tracheotomie. Kaniile in Carotis. Nac} 
jeweiligem AderlaB Injektion von Ringerlésung (ohne Blutkérperchen). Un 
13 Uhr 5 Minuten Genickstich. Jeweils werden 12 cem Blut entnommen 





To t ]- oO- 
Blut- banned Albumin Globulin A:G Biabla 
entnahme a i 0 ° 
Uv U 0 0 
13h 5,62 4,11 1,51 2,72 66 
13 45’ 4.63 3,40 1,23 2,75 48 Albumin nimmt 
1430 4,36 3,13 1,28 2.61 45 um 39% ab, 
’ ’ ’ 7” Globulin nim: 
15 15 3,74 2,71 1,03 2,63 38 um 35°% al 
16 3,50 2,52 0,98 2.60 32 
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Versuch 18. 


Kaninchen, Gewicht 2,5 kg. Um 11 Uhr 14 Minuten wird der Carotis 


Blut entnommen, wonach sofort Genickstich erfolgt und kiinstliche Respira 
ion angelegt wird. Nach jeweiliger Blutentnahme (ungefahr 15 ccm) 
werden reingewaschene, in Ringerlésung aufgeschlimmte Blutkérperchen 
injiziert. 





a. prtein _— oes 1-@ globin 
1114’ 6,21 4,26 1,95 218 65 
12 5,71 3,92 1,79 2,19 54 
12 45 5,21 3.54 1,67 2,12 51 Albumin nimmt 
1 30 4,75 3,23 1,52 913 5G um 25% ab, 
2 15 4,73 3,13 1,60 1,96 55 pore gern 
3 4,19 2.86 1,33 215 51 
4 55 4,70 3,19 1,51 2.11 63 





Versuch 19. 


Kaninchen, Gewicht 2,5 kg.° Mittels der von Drinker angégebenen 
wethode wird nach erfolgtem Genickstich kiinstliche Respiration angelegt. 
Nach jeweiligem AderlaB Injektion von Ringerlésung. Der Genickstich 
rfolgt um | Uhr 45 Minuten unmittelbar vor Einbringung des Tieres in 
den ,,Drinkerkasten**. Nach Verlauf von 15 Minuten wird die erste Blut- 











probe entnommen. Die Blutentnahmen betragen jeweils 15 cem. 
Total- Himo- 
Blut- protein | Albumin | Globulin 1g globin 
entnahme ‘ e ;. 
0 ( 
2h 4,68 3,76 0,92 4,08 68 
3 56’ 3,53 2.75 0,78 3,53 60 Albumin nimmt 
4 45 3,12 2.41 0,71 3,40 55 um 51% sb, 
- ss Globulin nimmt 
5 30 ) 6! 2.0. 0,6 $2 24 0 
oA 3 6,00 &; 4 61 3,34 41 | um 39° ab 
/ 2,41 1.85 0.56 3,30 35 
Versuch: 20. 
Kaninchen, Gewicht 2,3 kg. Nach jeweiliger Blutentnahme von 


15cem aus der Carotis werden reingewaschene Blutkérperchen in Ringe 
lésung injiziert. Um 12 Uhr 15 Minuten wird Genickstich vorgenommen, 
wonach in gewohnlicher Weise durch Lufteinblasen in die Trachea kiinstliche 
Respiration angelegt wird. Nach erfolgtem Genickstich ging der Blutdruck 
(mittels Quecksilbermanometer in der Carotis gemessen) auf ungefah 
20mm herab. Behufs Untersuchung der Bedeutung des Druckes im 
Arteriensystem fiir die Schwankungen des Verhiiltnisses A: G nach Aderlals 
wurde in die Vena jugularis tropfenweise Pituitrinlésung (1 bis 450 cem 
NaCl-Lésung) injiziert. Es gelang in dieser Weise, den Blatdruck auf 
ungefahr 60 mm zu halten; der Druck nahm indessen allmahlich wieder ab, 
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und war trotz Steigerung der Pituitrindosis um | Uhr 55 Minuter 
wieder auf 20mm herabgegangen. Alsdann wurde intravenés Adrenalit 
(1 bis 20 cem) injiziert und durch Anpassung der minutlichen Tropfenzah 
gelang es, einen Blutdruck von ungefahr 65 mm aufrechtzuerhalten. Un 
mittelbar vor dem Eintritt des Todes wies der Druck noch die Héhe vor 
50 mm auf. 





Total- : 1’mo- 

sammie proven — aria A:G globin 

12 10’ 5,69 4.45 1,24 3,58 75 

12 30 4,65 3,61 1,04 3,47 64 
1 15 4,25 3,28 0,97 3,38 63 
9 2¢ 978 q. 2 OF F 
9 45 4 ye oo 8,26 54 Albumin nimmt 
2 ) 3.5! 2.72 0.86 3,16 D7 66 © ' 
8 30 3,30 2,50 0,80 3.12 55 Pe ~ OQ a 7 
41D 286 211 0.75 9°89 57 tlobu in nimmt 
5 2,62 1,93 0,69 2.80 5D um 41% ab 
5 45 2,50 1,79 0,71 2.52 55 
6 30 2.31 1,59 0,72 2,21 49 
7 2,25 1,52 0,73 2,08 om 





Aus den hier angefiihrten Versuchen tiber AderlaB an normalen 
Kaninchen, bei welchen nach jeweiliger Blutentnahme Reinjektion 
von in Ringerlésung aufgeschlimmten Blutkérperchen stattgefunden 
hat, geht hervor, daB der Albumingehalt langsamer abnimmt als der 
Globulingehalt, was sich in einer andauernden Steigerung des Ver- 
haltnisses A: Gausdriickt. Falls indessen vor dem Versuch Genickstich 
vorgenommen wird, halt sich das Verhaltnis A: G gewéhnlich ganz 
konstant. In einem einzelnen Versuch hat jedoch das Verhaltnis A: G 
abgenommen, und das gleiche ist in einem Versuch der Fall, wo der 
durch Genickstich herbeigefiihrte niedrige Blutdruck mittels Pituitrin 
und Adrenalin beseitigt worden ist. 


Vergleichende Untersuchungen iiber Albumin und Globulin in Lymphe 
(aus dem Ductus thoracicus) bzw. in Serum. 


Versuch 21. 


12. August 1931. Hund, Gewicht I8kg. Morphium-Athernarkose., 
spaterhin Chloralose. Ductus thoracicus wird ausprapariert und Glaskaniile 
eingelegt. Der Lymphstrom war ziemlich inkonstant, durechschnittlich 
ungefahr 40 cem pro Stunde. Die Lymphe koagulierte durch Stehenlassen ; 
nach Zentrifugierung wurde mittels Pipette fiir die Albumin- bzw. Globulin- 
bestimmung Lymphserum entnommen. In Zwischenrfiumen werden det 
Vena jugularis Blutproben entnommen. Um 17 Uhr wird am Hals ein 
Verband angelegt, welcher die freie Ausstr6mung der Lymphe gestattet. 
Am folgenden Tage (13. August) wiederum Morphium-Chloralose. Di 
Lymphe hatte eine leicht rétliche Farbung. Die Lymphmenge wie am 


vorhergehenden Tage. Die Analysenergebnisse waren folgende: 
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Blutentnahme 


12. VITE. 1931 114 30’ 
14 5 
14 25 
16 32 
13. VILL. 1931 15 
16 
16 39 


12. VIII. 1931 114 30’ 
14 15 
15 20 
16 45 

13. VIII. 1931 11 40 
15 55 
16 


28. September 1931. 
Kaniilen werden in die Carotis und den Ductus thoracicus eingelegt. 


Totalprotein 


Albumin 


Lymphserum. 


3,7 

4.19 
3.70 
3,89 
3.31 
3,20 
3.38 


2,81 
3.09 
2.83 
3.01 
2.38 
2.51 
2.52 


Blutserum. 


6,79 
6,21 
6,74 
6.95 
6,26 
5.61 
5.69 


Versuch 2 


Hund, 


Gewicht 


nos) 
tome 


Se oe ee 


Co Co 
“I sJ) fo 
~I =~) 


9 


15,2 kg. 


Globulin 
0 


0.93 
1,10 
O87 
O88 


0,93 
0,69 
0,86 


2,01 
1,99 
2,12 
2,34 
2.06 
1,84 
1,92 


Chloralose intravenos. 


Behuts 


Untersuchung des Einflusses intravenéser Injektion verschiedener Lympha 
goga auf die Zusammensetzung der Lymphe werden zwischen 12 Uhr 50 Mi 
nuten und 13 Uhr 20 g Glucose in 100 cem Wasser. um 14 Uhr 10 Minuten 
und 14 Uhr 55 Minuten je 5 g Witte-Pepton in 50 cem Wasser und um 16 Uhr 


20 g¢ Glucose in 100 cem Wasser injiziert. 


Jede Lymphprobe entspricht 


12cem Lymphe. Die Lymphe wurde wahrend des ganzen Versuchs auf 





gesammelt, aber nur einzelne dieser Proben wurden analysiert. Das Er- 
gebnis war wie folgt: 
a asset Albumin Globulin Md 
Lymphserum. 
1130’ bis 125 10’ 2,83 1,86 0,97 1,92 
2 10 , 13 &® 2,70 1,89 0,90 2,00 
13 » te a7 2,33 1,85 0,48 3,85 
1419 . 14 35 2,59 1,91 0,68 2,81 
14435 , 14 56 3,11 1,90 1,21 1.58 
1455 , 15 1 2,84 1,70 1,14 1.49 
15 55 ., 16 15 2.33 1,73 1,60 1,08 
Blutserum. 
11% 30’ 5,19 3,29 1.90 1,73 
12 20 §,19 3,33 1,86 1,78 
13 25 5,17 3,33 1,84 1,76 
14 9 5,16 3,41 1,75 1,94 
is 6 4,33 2.84 1,49 1,93 
16 441 3.42 0,99 3,45 
16 50 4.43 3.39 1,04 3,26 
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Versuch 23, 


Hund, Gewicht 24 kg. Chloralose (2,5 g, spater zweimal !/, g) in dic 
Vena jugularis. Um 11 Uhr 30 Minuten Kaniile in den Ductus thoracicus 
Blutentnahme aus der Carotis. Zwischen 13 Uhr 35 Minuten bis 14 Uhr 
wurden intravenés 5g Witte-Pepton in 50g Wasser gegeben, wonach die 
bisher leicht rétlich gefarbte Lymphe hell wurde und mit groBer Ge 
schwindigkeit ungefahr 10 ccm pro Minute ausstrémte. Bei Unter 
brechung des Versuchs waren im ganzen 497 ccm entleert. 





Totalprotein Albumin Globulin 


Blutentnahme > A:G 
Lymphe. 

11 50’ 3,24 « 1,91 1,33 1,44 

125 15’ 3.39 1,95 1,44 1,36 

125 20’ bis 135 30’ 2,80 1,57 1,23 1,28 

13 50 . 13 51 6,16 3,05 3,11 0,98 

42. M 8S 6,13 3,32 2.81 1,19 

415, 14 17 4,89 2.61 2.28 1,06 

143. 4H @ 4.44 1,79 2.65 0,68 
Blutserum. 

115 40’ 6,72 3,80 2,92 1,30 

12 25 7,11 3,83 3.28 1,14 

13 30 6,98 3,69 3,24 1,14 

14 5 6,18 3,35 2,83 1,19 

14 20 5,83 3,52 2,31 1,51 

15 6,12 3,20 2,92 1,09 


Versuch 24. 


Ziegenbock, Gewicht 46 kg. Chloralose (5 ¢). Kaniile in den Ductus 
thoracicus. Zwischen 13 Uhr 15 Minuten bis 13 Uhr !9 Minuten werden in 
die Vena femoralis 50 g Glucose, in 250 cem Wasser gelést, injiziert, was 
zwischen 16 Uhr 25 Minuten bis 16 Uhr 30 Minuten wiederholt wird. Wahrend 
des ganzen Versuchs wird der Blutdruck in der Arteria femoralis gemessen. 
Blytentnahme aus der Carotis. Vor der Glucoseinjektion betrug der Lymph 
strom wahrend 10 Minuten ungefaihr 10 cem, nach der Injektion erreicht 
derselbe nach Verlauf von 4 Minuten die gleiche Héhe. 


Lymphe. 





Blut- Totalprotein Albumin Globulin ce Blutdruck 

entnahme OF} 0), 0 : mm 
12 12’ 3,96 2,58 1,38 1,87 110 
12 25 4,23 2,74 1,49 1,84 a 
15 7 4,54 2,88 1,46 1,97 90 
13 382 3,25 2.00 1,25 1,60 126 
13 49 2,75 1,71 1,04 1,65 105 
14. 20 3.09 2,00 1,09 1.83 70 
15 2 2,99 1,95 0,95 2.05 68 
15 35 3.36 2,16 1,20 1,80 65 
16 22 3,32 2,29 1,03 2,22 90 
16 59 2,23 1,36 0,87 1,57 85 
17 15 2.16 1,29 0,87 1,48 — 
17 45 2,25 1,43 0,82 1,75 
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Blutserum. 





Hamoglobin 


Blut- Totalprotein Albumin Globulin 1:6 im Blute 

entnahme ‘ a : 

11» 50’ 6.87 4,24 2.63 1,67 72 
i2 8 6,89 — — 

12 35 6,86 - -- 70 
13 12 6,87 4,05 2,82 1.44 72 
13 35 5,31 3,21 2,10 1.53 70 
14 5 5,88 3,55 2.33 1,52 

14 35 5,86 3,53 2.33 1.51 67 
15 10 6,22 3,75 2,47 1,52 68 
1d 45 6.46 3.88 2.58 1.50 70 
16 20 6,37 3,54 2,53 1,52 79 
17 §,11 3,06 2,05 1,49 2 
17 35 5,18 3,10 2,08 1,49 65 


Kine Betrachtung der im Serum bzw. in der Lymphe gefundenen 
Albumin- und Globulinwerte ergibt, daB diese Werte, was das Serum 
betr#ft, weit mehr konstant liegen, als es bei der Lymphe der Fall ist 
Trotzdem das Totalprotein im Blutserum durchgingig allmahlich ab 
nimmt, bleibt das Verhaltnis A: G hier einigermaBen konstant. In 
der Lymphe dagegen itiberschreitet der Totalproteingehalt, oft die 
urspriinglichen Werte, und das Verhaltnis A : G unterliegt in der Lymphe 
weit gréBeren Schwankungen, als es im Blute der Fall ist. Ferner ist 
das Verhaltnis A: G durchgangig héher in der Lymphe als im Blute, 
wobei jedoch zu bedenken ist, daB ein direkter Vergleich nicht durch 
fiihrbar ist, weil die zur Untersuchung gelangende Lymphe bereits, 
lange bevor sie durch den Ductus thoracicus ausstrémt, gebildet wird 
Die zu untersuchende Lymphe muB also mit einer weit friher als die 
Lymphprobe gewonnenen Serumprobe verglichen werden; wieviel 
friiher laBt sich nicht genau sagen 


Zusammenfassung. 


Kine ganz kurze Zusammenfassung unserer Versuchsergebnisse 
zeigt folgendes: 

1. Einatmung 50%, CO,-haltiger Luft (CO, 2%, Os 20%) 
bleibt auf den Proteingehalt des Serums ohne EinfluB, und das Ver 
haltnis A: G (Albumin: Globulin) bleibt unverandert 

2. Phosphorvergiftung fiihrt eine starke Abnahme (um bis 45°, 
des Ausgangswertes) des Albumingehaltes herbei, wihrend der Globulin- 
gehalt in einigen Versuchen um einige Prozent abnimmt (Maximal- 
abnahme: 4°), in anderen Versuchen sich dagegen erhéht, und zwar 
bis um 10°, des Ausgangswertes 

3. Bei Unterbindung des Ductus choledochus (in dem einen der dies 


beziiglichen Versuche blieb der Hund noch 2 Monate nach der Unter 
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bindung am Leben) begegnet uns eine Abnahme des Albumingehalte 
um 47°,, wahrend sich der Globulingehalt um 17°; steigerte. 

4. AderlaB, in der Weise bewerkstelligt, daB das in Zwischen 
raumen von | bis wenigen Stunden entnommene Blut durch Injektior 
reingewaschener, in Ringerlésung aufgeschlimmter roter Blutkérperche: 
(oder durch Ringerlésung allein) ersetzt wurde — fiihrte eine Abnahm: 
des Albumingehaltes im Serum um durchschnittlich 30°, herbei 
waihrend der Globulingehalt bedeutend starker abnahm, und zwa1 
durchschnittlich um 47°. 

5. Aderlap, an Tieren (vier Versuche) in obiger Weise bewerk- 
stelligt, aber nach erfolgtem Genickstich und Anlegung  kiinstlicher 
Respiration, ergab eine einheitliche Abnahme des Gehaltes der beiden 
Serumproteine, und zwar fiir das Albumin um durchschnittlich 39°, 
fiir das Globulin um durchschnittlich 36 °%. 

Kin Versuch ahnlicher Art erwies jedoch eine Abnahme des Albumin- 
gehaltes um 51°,, waihrend der Globulingehalt um nur 39°, abnahm. 
und ein weiterer Versuch mit Genickstich, wo der durch diesen 
herbeigefiihrte niedrige Blutdruck mittels permanenter intravendéser 
Injektion von Adrenalin gehoben wurde, erwies eine Albumin- 
abnahme um 66°, wahrend die Abnahme des Globulingehaltes nu 
41°, ausmachte. 

6. Vergleichende Untersuchungen iiber den Serumalbumin- und 
Serumglobulingehalt, sowie iiber das gegenseitige Verhiltnis dieser beiden 
Proteinstoffe im Blute und in der Lymphe aus dem Ductus thoracicus 
ergaben fiir die Lymphe weit gréBere Schwankungen als fiir das Blut, 
wie auch das Verhaltnis A:G in der Lymphe starker schwankte 
als im Blute. Das Verhaltnis A: G war meistens etwas héher in der 
Lymphe als im Blute. 

‘Die Frage der Entstehungsweise und des Entstehungsortes der 
Proteine des Blutes ist Gegenstand nur weniger Untersuchungen 
gewesen. Was die Entstehungsweise betrifft, laBt sich der Gedanke 
wohl kaum abweisen, daB von einem Sekretionsvorgang die Rede 
sein muB; die Proteine werden mutmaBlich in gewissen Gewebszellen 
erzeugt, aus welchen sie in die Blutbahn hinein sezerniert werden. 
Unter den fiir dieseri Vorgang am ehesten denkbaren Organen miissen 
in erster Reihe die Leber, die Milz und das Knochenmark genannt 
werden, selbstverstandlich aber diirfen die Muskeln hierbei nicht auBer 
Betracht gelassen werden. Was das Fibrinogen betrifft, deutet alles 
mit groBer Wahrscheinlichkeit darauf hin, daB die Erzeugung dieses 
EiweiBstoffes ausschlieBlich in der Leber stattfindet!. Bereits lange 


1 Whipple u. Mitarbeiter, Amer. J. of Physiol. 58, 407, 1922; Mc. Master 
u. Drusy, Proce. Soc. Exp. Biol. Med. 26, 490, 1919. 
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vor Veréffentlichung der Untersuchungen der genannten amerikanischen 
Forscher hat iibrigens Chr. Bohr! nachgewiesen, daB nach Ausschaltung 
der Leber aus dem Kreislauf die Koagulation des Blutes nach Ent- 
leerung unterbleibt. Wahrend dementsprechend mit ziemlich groBer 
Sicherheit angenommen werden darf, daB das Fibrinogen in den Leber- 
zellen erzeugt und von dort aus in die Blutbahn hinein sezerniert wird, 
stehen uns mit Bezug auf die Entstehung des Serumalbumins bzw. des 
Serumglobulins eigentlich keine Anhaltspunkte zur Verfiigung. Immer- 
hin mégen die Ergebnisse der vorliegenden Versuche darauf hindeuten, 
daB die Leber fiir die Bildung des Serumalbumins eine Rolle spielt, 
wihrend der Ursprung des Serumglobulins anderweitig zu suchen wire. 
Wie sich namlich erwiesen hat, fiihren sowohl Phosphorvergiftung als 
Unterbindung des Ductus choledochus eine starke Abnahme des 
Serumalbumingehaltes herbei, waihrend der Serumglobulingehalt am 
haufigsten gleichzeitig eine Steigerung erfahrt. Wenngleich die Phosphor- 
vergiftung nicht die Leber allein angreift, sondern auch in anderen 
Organen eine Fettdegeneration hervorruft, berechtigen uns doch die 
Folgen der Unterbindung des Ductus choledochus dazu, die Erzeugung 
des Serumglobulins auf andere Organe als die Leber zu verlegen. 

Aus unseren Versuchen scheint des weiteren eine Regulierung der 
Bildung der Blutproteine durch Vermittlung des Nervensystems 
hervorzugehen. Wir konstatierten namlich bei AderlaBversuchen stets 
eine Verschiebung des Verhaltnisses A: G, indem der Serumalbumin- 
gehalt um ungefahr 30°,, der Serumglobulingehalt um ungefahr 47°, 
abnahm. Dieser Unterschied unterblieb indessen, falls vor dem AderlaB 
Genickstich vorgenommen, d. h. falls die Funktion des Nervensystems 
aufgehoben worden war. 

SchlieBlich mébchten wir hervorheben, daB die Ergebnisse unserer 
vergleichenden Versuche zwischen den Proteinen des Blutes und der 
Lymphe wohl darauf hindeuten, daB auch die Entstehung der Proteine 
der Lymphe einem sekretorischen Vorgang zu verdanken ist. 


1 Chr. Bohr, Centralbl. f. Physiol. 2, 261, 1888. 
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Beitrige zur Synthese und Kenntnis von Polyenverbindungen. 


Ill. Mitteilung: 
Weitere Kondensationsprodukte des Crotonaldehyds. 


Von 
Konrad Bernhauer und Karl] Irrgang. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 
Durehgefiihrt mit Unterstiitzung der .,Deutschen Gesellschaft der Wissen- 
schatten und Kiinste fiir die tschechoslowakische Republik‘. 


(Eingegangen am 26. August 1952.) 


Vor kurzem hat der eine von uns gemeinsam mit Grete Neubauer! 
gezeigt, daB bei der Kondensation des Crotonaldehyds unter der Ein- 
wirkung von organischen Basen alizyklische Verbindungen gebildet 
werden, unter denen ein Produkt vom Kp, 71 bis 73° (Aldehyd I) 
durch Uberfiihrung in o-Toluylsiure als Dihydro-o-Toluylaldehyd 
erkannt werden konnte. Ein héher siedender, sauerstoffreicherer 
Aldehyd (II) vom Kp, 97 bis 99° blieb dabei noch unaufgeklart. Im 
folgenden machen wir vor allem iiber die Auffindung und Identifizierung 
eines zwischen den beiden genannten Aldehyden siedenden neuen 
Aldehyds Mitteilung, da dieser fiir die Theorie der in Frage stehenden 
Kondensationsvorginge von groBer Bedeutung erscheint. Die aus den 
gemachten Befunden sich ergebenden weiteren Schlupfolgerungen er 
scheinen vor allem auch fiir die sehr bedeutsame Frage nach der Um- 
wandlung von Polyenverbindungen tm zyklische Korper (Carotinoide 
—» Sterine) von Wichtigkeit. 

Der neue Aldehyd liegt vor allem in der Zwischenfraktion vom 
Kpy 81 bis 95° in Mischung mit dem Aldehyd IT vor, doch gelingt es 
bei Oxydation der betreffenden Fraktion mit Silberoxyd in glatter 
; Reaktion neben anderen bereits friiher (Il. c.) beschriebenen Saéiuren zu 
p-Toluylsdéure zu gelangen. Diese entsteht dabei jedenfalls aus einem 
Dihydro-p-Toluylaldehyd, der bei der Einwirkung des Silberoxyds 





' Konrad Bernhauer u. Grete Neubauer, diese Zeitschr. 151, 173, 1932. 
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cur Saure oxydiert und zugleich unter Bildung des aromatischen Kernes 
dehydriert wird. Dieser Aldehyd verdankt seine Entstehung aus dem 
Crotonaldehyd héchstwahrscheinlich dem folgenden Kondensations- 
vorgang; durch Oxydation entsteht sodann die p-Toluylsaure : 


CH CH CH CH, * CH 
™ A |? Bi ap ly 
CH c ZH AX 
HC Ci; HC CH, HC“ CH, =H CH, c 
CHO CH — HOHC CH HC CH HG CH 
cH ¢ Ne ¢ 
CHO CHO CHO CHO COOH 


Der beschriebene Kondensationsvorgang stellt jedoch nur einen 
NebenprozeB vor, indem als Hauptprodukt der Dihydro-o-Toluyl- 
aldehyd entsteht. Wahrend es jedoch in diesem Falle zunachst noch 
offen bleibt!, ob primar Octatrienal gebildet wird, das dann der Cyeli 
sierung unterliegt, oder ob dabei eventuell cine Diensynthese statt- 
findet, bleibt in dem jetzigen Falle keine andere Erklarungsmoglichkeit 
fiir die Bildung des Dihydro-p-Toluylaldehyds (bzw. der p-Toluylsaure) 
als der angedeutete Reaktionsverlauf. Es scheint sich also talstichlich 
dabei um ein neues Aufbauprinzip hydroaromatischer Verbindungen aus 
aliphatischen unter sehr gelinden Versuchsbedingungen zu handeln, denn 
es ist zu vermuten, daB der RingschluB spontan vor sich geht, sobald 
einmal die Verbindung B entstanden ist®. Sehr charakteristasch fiir 
die so gebildeten hydroaromatischen Verbindungen erscheint sodann 
deren auBerst leichte Dehydrierbarkeit unter Ubergang in aromatische 
Verbindungen. So lieB sich die Dihydro-o-Toluylsaure auf katalytischem 
Wege bei Zimmertemperatur in o-Toluylsiure tiberfiihren, wie in der 
friiheren Mitteilung gezeigt werden konnte. 

Fiir die Erklarung des Cyclisierungsvorganges im gegebenen Zu- 
sammenhang erscheint nun folgende Uberlegung von Bedeutung: Wie 
bei anderen Polyenverbindungen ist auch bei dem als Zwischenprodukt 
der obigen Reaktion angenommenen 2-Vinyl-Hexadienal-(1) eine grobe 
Anzahl verschiedener geometrischer Mcdifikationen denkbar, unter 


* Purch diese Formulierung soll natiirlich noch nichts tiber die wirkliche 


Konstitution der Verbindung ausgesagt werden 

L Bernhauer u. Neubauer, |. ¢. 

2 Cyclisierungsvorginge, wie z. B. die bekannte Umwandlung von 
Linolool in Terpineol gehen unter der Einwirkung von Sauren vor sich 
siehe Bertram u. Gildemeister, J. pr. (2) 49, 193, 1894; Stephan, ebenda 58 
109, 1899], wobei es sich woh] um einen ganz anderen Reaktionsmechanismus 
handelt. Siehe auch Wagner-Jauregg, A. 469, 52, 1932; ferner mul daraut 
hingewiesen werden, dali Polyenverbindungen gegentiber Sauren sel 


empfindlich sind, diese daher als Cyclisierungsmittel nicht in Betracht 
kommen k6énnen. 
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denen nur die Verbindung B der Cyclisierung in der angedeutet: 

Weise unterliegen kann. Zur Erklarung dieser Erscheinung kénnt: 

die Befunde tiber die Umwandlung von Maleinséiure in Fumarsiu: 

insbesondere unter der Einwirkung primarer und sekundarer Amin 

herangezogen werden, indem auch das im obigen Falle als Zwischen- 
produkt angenommene 2-Vinyl-Hexadienal-(1) unter dem EinfluB de; 
als Kondensationsmittel angewendeten organischen Base in ver- 
schiedenen geometrischen Modifikationen auftreten kénnte, wobci 
durch die jeweilige Cyclisierung der Modifikation B das Gleichgewicht 
stets zugunsten dieses Produktes verschoben werden wird. 

Die gewonnenen Befunde kénnten auch fiir die Erklarung des 
méglich erscheinenden Uberganges von Polyenverbindungen (Caro- 
tinoiden) in terpen- und sterinartige Kérper, wie sie z. B. auch durch 
H.v. Euler und Klussmann angedeutet wird?, sowie auch fiir einfache 
Cyclisierungen von Carotinoiden (Lycopin —> Carotin) von wesentlicher 
Bedeutung sein. Denn die Polyenverbindungen erscheinen infolge des 
Besitzes der konjugierten Doppelbindungen starr, indem sie in einer 
bestimmten geometrischen Modifikation vorliegen, und zwar in Form 
von langgestreckten Ketten®. Auf Grund der mitgeteilten Beobachtungen 
und Folgerungen erscheint daher auch in solchen Fallen eine Aufhebung 
der erwahnten Starrheit und damit der Eintritt von Cyclisierungs 
vorgingen mdéglich *. 


Beschreibung der Versuche. 


Das aus 400 g Crotonaldehyd erhaltene Kondensationsprodukt® wurd: 
im Vakuum destilliert. Die zunachst aufgefangenen beiden Fraktionen: 
Kp, 70 bis 105° (85 g) und Kp,,, 105 bis 170° (55 g) wurden sodann einer 
seits bei 12 mm und andererseits bei 0.6mm in einzelne Teilfraktionen 
zerlegt. Es soll hier nur iiber die nahere Charakterisierung der aus de! 
urspriinglichen ersten Fraktion erhaltenen Bestandteile berichtet werden. 
Die Zerlegung derselben durch fraktionierte Destillation (bei 12 mm) erga! 
folgende Anteile: erste Fraktion 74 bis 80°, 42,5 g; zweite Fraktion 3! 
bis 94°, 16g; dritte Fraktion 94 bis 95°, 8g; vierte Fraktion 96 bis 98°, 
7.5 g; Riickstand verharzt, 4g. 

Die erste Fraktion erwies sich als identisch mit dem friiher be 
schriebenen Aldehyd I (Oxydation und Dehydrierung ergibt o-Toluylsaure): 
die Fraktionen 2 bis 4 ergaben bei der Oxydation mit Silberoxyd p-Toluy! 


' Clemo u. Graham, Soc. 1930, 5S. 213. 

2 Svensk. Kem. Tidskr. 44, 198, 1932. 

3 Siehe Kuhn u. Winterstein, B. 65, 646, 1932. 

4 Das weitere Studium der von uns aufgefundenen Cyclisierung von 
Polyenverbindungen unter der Einwirkung von organischen Basen mdéchten 
wir uns bis auf weiteres ausdriicklich vorbehalten. 

5 Die Kondensationsbedingungen waren etwas andere als in der voran 
gehenden Mittei!ung (1. c.); daher wurde hier auch nur wenig ,,Aldehyd II’ 
erhalten. 
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sdure neben den gleichfalls bereits beschriebenen Sauren Ila (F. 126°) 
ind ILb (fliissig). 

Es wurden jeweils 5g des Aldehydgemisches (der Fraktionen 2 bis 4) 
nach Zusatz von etwas Alkohol mit 13g Silberoxyd (suspendiert in 50 cem 
Wasser) versetzt und in diese Mischung portionsweise eine Lésung von 
6 ¢ Natriumhydroxyd in 50 ccm Wasser eingetragen und kriaftig geschittelt. 
Nach 10 Minuten war die Oxydation bereits in der Regel beendet. Das 
yeruchlose alkalische Filtrat wurde mit Schwefelsaiure (gegen Kongo) 
angesduert. Die dabei zunachst entstandene Triibung ging bald in schwach 
gelbliche Flocken tiber, die sich nach drei- bis vierstiindigem Stehen kristalli- 
nisch abgesetzt hatten. Abgesaugt bildete die Substanz ein gelbliches 
Pulver, das auf Ton gebracht vollkommen weil wurde. Aus Benzol oder 
aus Alkohol unter vorsichtigem Zusatz von Wasser umkristallisiert. bildete 
die Saure weibe, glanzende Kristallchen vom F. 177°. Die Substanz 
entfarbte nicht Bromlésung. Der Mischschmelzpunkt mit einem authen- 
tischen Praparat (p-Toluylsaure ,,Schuchardt’*, F. 177°) ergab keine 
Depression. 


0.1464 g Substanz: 12,1 com n/10 Lauge (F. 0,913); 0,0079 g Substanz 
in 0,0966 g Campher: 4 24°. 
C,H,O,. Gef.: Aquiv.-Gew. 132.5; Mol.-Gew. 136,3. 
Ber.: Aquiv.-Gew. 136; Mol.-Gew. 136. 


9 


10,33 mg Substanz: 26,7 mg CO,, 5,45 mg H,O; 9.387 mg Substanz: 
24.21 mg CO,, 5,03 mg H,O. 


C,H,O,. Gef.: 70,49%, 70,46°, C, 5.90%, 6,00%, H. 
Ber.: 70,59% C, 5,88°%, H. 


Die in der letzten Mitteilung (1. ¢.) erwahnte Verbindung vom .,F. gegen 
180° unter Zersetzung** erwies sich mit der hier erhaltenen p-Toluylsaure 
als nicht identisch, denn ein Mischschme!zpunkt ergab starke Depression 


gegen 140°). 








Uber ein neues Oxydationsferment und sein 
Absorptionsspektrum. . 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. 
(Eingegangen am 1, September 1932.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Wir haben im vorigen Jahr ein wasserlésliches Ferment-Co- Ferment 
system beschrieben', das molekularen Sauerstoff auf Hexose-Mono 
phosphorsiure tibertragt, aber weder durch Kohlenoxyd noch durch 
Blausiure gehemmt wird. Auch sonst sind kohlenoxyd- und blau 
siureunempfindliche Verbrennungsvorginge beobachtet worden, so 
in Chlorella?, in HefepreBsaft*, in anaeroben Bakterien*. Es gibt also 
in der Natur Oxydationsfermente, die verschieden sind von dem sauet 
stoffiibertragenden Phaiohimin der aeroben Zellen. 

Wir beschreiben im folgenden ein solches Ferment, das wir in Unter- 
hefe® gefunden haben. Es dialysiert nicht durch Cellophan. Es wird un- 
wirksam, wenn man seine wasserige Losung kurze Zeit auf 60° erwarmt 
Wiasserige Lésungen des Ferments sind gelbrot. Wird das Ferment 
reduziert, so verschwindet die gelbrote Farbe, schiittelt man mit Sauer 
stoff, so wird das Ferment reoxydiert, und die gelbrote Farbe kehrt 
zuriick. Nennen wir die reduzierte Form des Ferments ,,Leukoform”’, 
weil sie im Sichtbaren im Vergleich zur oxydierten Form nicht merklich 
absorbiert, so beruht die sauerstoffiibertragende Wirkung des Ferments 
auf einem Wechsel zwischen Leukoform und gefarbter Form. 

Die Leukoform des Ferments wird nicht nur durch molekularen 
Sauerstoff, sondern auch -— und zwar viel schneller -- durch Methylen 
blau zur gefarbten Form oxydiert. Dank dieser Eigenschaft kann man 
das Ferment mit Methylenblau titrieren und so die absolute Konzen 


1 QO. Warburg u. W.Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931. 
2 O. Warburg, ebenda 100, 230, 1919. 

3 Derselbe, ebenda 231, 493. 1931. 

* O. Meyerhof u. P. Finkle, Chem. Zelle 12, 157, 1925. 

5 4. Bertho u. H.Gliick, Ann. 414. 159, 1932 
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tration der aktiven Gruppe des Ferments bestimmen. Hat man die 
Konzentration, so hat man auch, indem man die Lichtschwachungen 
in verschiedenfarbigem Licht miBt, das absolute Absorptionsspektrum 
des Ferments. 

Die kohlenoxyd- und blausiureunempfindliche Atmung des 
Lebedew-Saftes aus Hefe ist eine Sauerstoffiibertragung durch das neue 
Ferment. Wir sind der Ansicht, daB das Ferment in intakten Hefe- 
zellen nicht molekularen Sauerstoff, sondern ,,Haminsauerstoff** iiber- 
tragt. 

Oxydation und Reduktion des Ferments. 

Das Substrat bei unseren Versuchen war die Robisonsche Hexose- 
Monophosphorsaure. Ubertragt das Ferment Sauerstoff auf diese 
Sadure, so ist die Oxydation der Leukoform durch molekularen Sauerstoff 
eine einfache direkte chemische Reaktion. Die Reduktion der gefarbten 
form ist ein katalytischer Vorgang. Ein zweites Ferment und ein 
Co-Ferment sind notwendig, damit die Hexose-Monophosphorsiaure die 
yefarbte Form des sauerstoffiibertragenden Ferments zur Leukoform 
reduziert. | Hexose-Monophosphorsaure, zweites Ferment und Co- 
Ferment fassen wir als ,,reduzierendes System™ zusammen. Lésungen 
des zweiten Ferments und des Co-Ferments sind kaum gefarbt, und 
wir haben bis jetzt keinen Grund zu der Annahme, daB das zweite 
Ferment oder das Co-Ferment im Sichtbaren absorbieren. 


Inhaltsiibersicht. 
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I. Co-Ferment. 
20 g Co-Fermentpulver aus roten Pferdeblutzellen! werden in einer 
teibschale méglichst fein zerrieben, mit 400 ccm Wasser iibergossen 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931. 
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und unter Umriihren mit dem Pistill zerteilt. Ohne das Ungeléste zu 
entfernen, erwarmt man die Fliissigkeit 15 Minuten auf 60° (Thermo 
meter in der Fliissigkeit). Dann zentrifugiert man. Die iiberstehend: 
braune Fliissigkeit (290 ccm) ist die ,,rohe Co-Fermentl6sung’. Si 
enthalt pro Kubikzentimeter etwa 2 mg Stickstoff und 1,2 my 
Phosphor. 

200 cem rohe Co-Fermentlésung werden mit 17 ccm 0,8 mol 
Bariumacetatlésung versetzt, wobei die Hauptmenge des Phosphors 
(als Bariumphosphat und diphosphoglycerinsaures Barium) ausfallt 
aber das Co-Ferment in Lésung bleibt. Die von den Bariumsalze: 
abzentrifugierte braune Lésung (250 ccm) fallt man mit 6 ccm I mo! 
Zinkacetat, wobei die Hauptmenge des Stickstoffs in Lésung 
bleibt, aber das Co-Ferment ausfallt. Man kiihlt mit Eiswasser 
neutralisiert unter schnellem Riihren mit 20 cem n/10 Natronlauge 
laBt 12 Stunden im Eisschrank stehen, zentrifugiert im Eiszimmer 
und wascht den Zinkniederschlag mit 50 cem Wasser unter Zusatz 
von 1 ccm 1 mol. Zinkacetat und 2 cem 0,8 mol. Bariumacetat 
Der gewaschene Niederschlag wird in 250 cem Wasser unter Zusatz 
von 10 Tropfen Octylalkohol zerteilt und auf der Maschine unter 
Kiskihlung 30 Minuten mit Schwefelwasserstoff geschiittelt. | Das 
ausgeschiedene Zinksulfid zentrifugiert man im Eiszimmer ab, befreit 
die iiberstehende klare Lésung durch Evakuieren von Schwefel 
wasserstoff und neutralisiert in der Kalte mit 10 cem n/10 Natron 
lauge. Entsteht beim Neutralisieren ein Niederschlag, so wird er 
abzentrifugiert. Die klare, nur in dicken Schichten etwas gelbliche 
Losung (250 cem) ist die ,,gereinigte Co-Fermentlésung’. Sie 
ist eiweiBfrei (gibt keinen Niederschlag mit  Trichloressigsiure) 
und enthalt im Kubikzentimeter etwa 0,04 mg Stickstoff und 
0,08 mg Phosphor. 

Das Co-Ferment ist sehr empfindlich gegen saure und alkalische 
Reaktion. Da die Lésung, die beim Umsetzen des Zinkniederschlages 
mit Schwefelwasserstoff entsteht, sauer ist, so muB man kalt umsetzen 
und kalt zentrifugieren. Auch die neutralen Fliissigkeiten zentrifugieren 
wir bei der Co-Fermentreinigung in der Kalte, weil sie sich in der Kalte 
schneller und vollstandiger klaren. 

Die neutrale Co-Fermentlésung ist bestindig. Wir bewahren sie 
bei 0° auf, um sie vor Bakterien zu schiitzen. 


Il. Das Ferment des reduzierenden Systems. 


50 ccm frischer Lebedew-Saft aus Unterhefe werden mit Wasser auf 
500 eem verdiinnt und unter Kiihlung (mit Eis) 30 Minuten mit Kohlen- 
siure durchstrémt. Schon beim Verdiinnen mit Wasser entsteht ein 
Niederschlag, der beim Sattigen mit Kohlensaiure zunimmt. Der Nieder 
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chlag wird im Kaltezimmer abzentrifugiert, die iiberstehende Lésung, die 
das Ferment enthalt, wird mit 30°-warmem kohlensduregesattigtem 
Wasser auf 5000 ccm verdiinnt. LaBt man bei 30°15 Minuten stehen, so 
fallt ein feiner weiBer Niederschlag, der das Ferment enthalt. Man zentri 
fugiert, gieBt die Mutterlauge ab und spiilt die Wande der Zentrifugier 
vlaser, ohne den Niederschlag aufzuwirbeln, mit Wasser. Dann lost man 


den Niederschlag in 50 ccm Wasser unter Zusatz von | ccm einer 


1.3°,igen Natriumbicarbonatlésung zu einer schwach opaleszierenden 
Flissigkeit, die, sollte sie noch grébere Partikel enthalten, zur Klarung 
zentrifugiert wird. 

Die Fermentlésung enthalt pro Kubikzentimeter etwa 0,9 mg 
Stickstoff und 0,04 mg Phosphor, der Lebedew-Saft, aus dem die Ferment- 


losung gewonnen wird, enthalt pro Kubikzentimeter 20 mg Stickstoff 


und 5mg Phosphor. 

Betrachtet man 20 cm dicke Schichten der Fermentlésung mit dem 
Spektroskop, so sieht man eine Himochromogenbande bei 550 my 
Diese Bande, die in Lebedew-Saft sehr stark ist, hat wahrscheinlich 
mit der Wirkung des Ferments nichts zu tun. 

Gibt man zu der Fermentlésung Bluthamin und reduziért mit 
einer alkalischen Lésung von Natriumhydrosulfit (0,5 g Natrium- 
hydrosulfit + 20 cem Wasser + 3ccm n Natronlauge), so tritt eine 
starke Hamochromogenreaktion auf (550 bis 560 my), woraus hervor- 
geht, daB die Fermentlésung einen EiweiBkérper enthalt, der Hiamin 
bindet. Es scheint, daB das Ferment durch Bindung an Hamin inaktiviert 
wird. Denn Haimin hemmt die Fermentwirkung. 

Das Ferment dialysiert nicht durch Cellophanschlauche. Erwarmt 
man die Fermentlésung 15 Minuten auf 60°, so wird sie unwirksam. 
Bei 0° ist die Fermentlésung haltbar, sie kann ohne Wirkungsverlust 
im Vakuumexsikkator ther Schwefelsiure zur Trockne verdampft 
werden. 

lil. Das sauerstoffiibertragende Ferment. 

1200 cem frischer Lebedew-Saft aus Unterhefe werden mit 480 ccm 
Bleisubacetat (Liquor Plumbisubacetici DAB 6) versetzt und unter Zusatz 
von 20 Tropfen Octylalkohol kraftig umgeschiittelt. Man laBt zur Ver- 
vollstandigung der Fallung 12 Stunden im Kaltezimmer stehen, zentri- 
fugiert und gibt zu der iiberstehenden Lésung, die das Ferment enthalt, 
240 ccm neutrale m/2 Phosphatlésung (85 Volumina sekundares und 
15 Volumina primares m/2 Phosphat). Das Bleiphosphat wird ab- 
zentrifugiert, die iiberstehende Lésung, die das Ferment enthalt, wird 
unter vermindertem Druck bei 40° Badtemperatur auf 240 ccm ein- 
geengt. Schaumen verhindert man durch mehrfachen Zusatz von 
Octylalkohol. Die eingeengte Fliissigkeit wird durch Zentrifugieren 


geklart, in Cellophanschlauche eingefillt und bei 0° etwa 17 Stunden 
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gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Man klart wieder dur 

Zentrifugieren, engt unter vermindertem Druck bei 40° Badtemperatur 
auf 70 cem ein, klart durch Zentrifugieren, erwarmt 1 Stunde auf 3s! 
und klart schlieBlich auf einer sehr wirksamen Zentrifuge. 

Man erhalt so die Fermentlésung als eine klare, gelbrot gefarbt: 
Fliissigkeit, die unwirksam wird!, wenn man sie 10 Minuten auf 60) 
erwarmt, aber im Eisschrank wochenlang ohne Wirkungsverlust aut 
bewahrt werden kann. 

Betrachtet man 2 cm dicke Schichten der Fermentlésung mit den 
Spektroskop, so sieht man, daB von etwa 520 mu an nach Blau hin alles 
Licht absorbiert wird. Daneben sieht man die ¢-Bande des Hamo 
chromogens des Lebedew-Saftes bei 550 mu und p- und f’-Banden bei 
um 520 und 530 mu. Aus spektroskopischen Messungen (Abschnitt VI! 
ergibt sich, daB die Fermentlésung das gelbrote Ferment in einer Kon- 
zentration von etwa 6. 10-5 Mol/Liter und das Hamochromogen in 
einer Konzentration von etwa 1 . 10-° Mol/Liter enthalt. Das Eisen 
des Hamochromogens liegt in der Fermentlésung im reduzierten Zustand 
vor und wird beim Schiitteln mit Sauerstoff nicht oxydiert. Offenbar 
ist es an der sauerstoffiibertragenden Wirkung der Fermentlésung 
nicht. beteiligt. 


IV. Zusammenwirken der drei Komponenten (manometrische und 
kolorimetrische Versuche). 
Versuch 1 (manometrisch). 
Lésungen der drei Komponenten nach den Abschnitten I, I] und III, 


Lésung des hexosemonophosphorsauren Kaliums nach Anhang b. 38! 
Gasraum Sauerstoff. Einsatz Kalilauge. 





I I] III 1\ \ 
Ferment des reduzierenden Systems . . ; - 1 cem 1 ecem—= leem 1 cer 
ee eae ae ee ee ee | ee S «« 2ceom;2 , 
0,3 mol. hexosemonophosphorsaures Kalium - | 0,2, 0,2cem;/ 0.2 , | 0,2, 
Sauerstoffiibertragendes Ferment ay ee ce Oleem O1 , OF . 1) Ga. 
emm QO, absorbiert nach 10 Minuten .. . 0 1 1 1 59 
» Oo ” » 20 - baths 0 2 2 2 115 


Das Ergebnis ist 

1. daB das reduzierende System ohne sauerstoffiibertragendes 
Ferment keinen Sauerstoff verbraucht: 

2. daB das sauerstoffiibertragende Ferment nur dann Sauerstoff 
auf Hexose-Monophosphorsaure iibertragt, wenn die Lésungen sowoh/ 
Co-Ferment als auch das Ferment des reduzierenden Systems enthalten 


1 J. Banga u. A. Szent-Gyérgyi haben in Kochsaft am Herzmuske! 
einen gelben Farbstoff beobachtet, der mit Hydrosulfit reduziert und 
durch Luftsauerstoff reoxydiert werden kann (diese Zeitschr. 246, 203 
1932). Es kénnte sein, daB dieser Farbstoff ein Spaltungsprodukt de- 
Ferments ist. 
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Versuch 2 (manometrisch). 


38°. Gasraum Sauerstoff. Einsatz Kalilauge. 





I II I] 
erment des reduzierenden Systems ... . 6 1 cem 1 ecm 1 ecm 
SS eae a ere S. «4 2 - ee 
} mol. hexosemonophosphorsaures Kalium = 0,2, 02 , 0,2 
Sauerstoffiibertragendes Ferment ......... O01 . os 
mm Og absorbiert nach 60 Minuten. . . 0 25 216 
» Os : a, a. a 0 44 372 


Das Ergebnis ist, daB die Geschwindigkeit der Oxydation nahezu 
proportional der Konzentration des sauerstoffiibertragenden Fer- 
ments ist. 

Versuch 3 (kolorimetrisch). 


Vier Reagenzglaser wurden folgendermaben beschickt: 





I I] Ill I\ 
Ferment des reduzierenden Systems 0O5cem 0,5 ccm 0,5 com 
Co-Ferment, 4fach konzentriert . . * aa —_ 1.2 cem b 
0,3 mol. hexosemonophosphorsaures 
RES, fe LY aoe tS P 0.3 eem es . 03 . 
Sauerstoffiibertragendes Ferment : 2 ccm 2 2 42 
ar i ad sake) Ge 0,3 1,2 0.5 . 


Die Reagenzglaser blieben, nachdem sie gefiillt waren, bei Zimmer- 
temperatur ruhig stehen. Nach 2 Minuten war die gelbrote Farbe 
in Glas IV bis auf einen schmalen Ring an der Oberfliche der Lésung 
verschwunden. In den iibrigen drei Glasern blieb die gelbrote Farbe 
bestehen. Wurde Glas IV, nachdem die Farbe verblaBt war, mit Luft 
geschiittelt, so kehrte die gelbrote Farbe zuriick und verblaBte wieder 
bei ruhigem Stehen des Glases. 

Nach den manometrischen Versuchen blieb offen, welches der 
beiden Fermente das sauerstoffiibertragende Ferment ist. Der kolori- 
metrische Versuch zeigt, da es das gelbrote Ferment ist, das — als Leuko- 
verbindung —- mit dem molekularen Sauerstoff reagiert. Das andere 
Ferment dagegen bewirkt, daB die oxydierte Form des _ gelbroten 
Ferments reduziert wird, es ist der Katalysator der Reduktion. 

Nimmt man das Ergebnis beider Methoden, der manometrischen 
und der kolorimetrischen, zusammen, so wird das gelbrote Ferment 
nur dann entfirbt, wenn Hexose-Monophosphorsiure, Co-Ferment und 
reduzierendes Ferment zusammen auf das gelbrote Ferment  ein- 
wirken. Nur dann findet man bei der manometrischen Anordnung 
Sauerstoffverbrauch. 

Eine Bemerkung itiber die Endprodukte der Oxydation sei hier an 
gefiigt. Wartet man bei den manometrischen Versuchen, bis die Sauerstoft- 
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aufnahme beendet ist, so sind pro Mol Hexose-Monophosphorsaure etw 
0,5 Mole Sauerstoff verbraucht worden. Die Lésung ist dabei sauer gi 
worden, Kohlenséure hat sich nicht entwickelt. Die Oxydation in den 
System der gereinigten Komponenten ist also unvollstandiger als in den 
rohen Ferment-Co-Fermentsystem!. Ersetzt man in GefaB V, Versuch | 
die beiden Fermente durch 0,1 cem Lebedew-Saft, so werden pro Mol Hexos: 
Monophosphorsaéure etwa 3 Mole Sauerstoff verbraucht und 3 Mole Kohlen 
siure entwickelt. Zu dem oxydativen Kohlenhydratabbau gehéren offen 
bar nicht nur Oxydationsfermente, sondern auch spaltende Fermente 
Eine Abtrennung der oxydierenden Fermente von den spaltenden Fermenten 
wie sie in dieser Arbeit erstrebt wurde, bewirkt deshalb, daB das Systen 
unphysiologischer, die Oxydation unvollstandiger wird. 


V. Sauerstoffdruck und Farbe der Fermentlésungen. 


Wie in der Einleitung erwaihnt, wird die Leukoform des Ferments 
nicht nur durch molekularen Sauerstoff, sondern auch durch Methylen- 
blau zu der gefirbten Form des Ferments, dem gelbroten Farbstoff, 
oxydiert. Es geht daraus hervor, daB der gelbrote Farbstoff kein Sauer- 
stoffadditionsprodukt -— etwa von der Art des Oxyhimoglobins — ist, 
sondern Ferment und Leukoferment stehen zueinander in einem Ver 
haltnis wie Methylenblau und Leukomethylenblau. In Ubereinstimmung 
damit andert sich die Farbe nicht, wenn man eine Lésung des gelbroten 
Ferments auspumpt oder mit Sauerstoff verschiedenen Partialdruckes 


sattigt. 
Ubertrigt aber das Ferment Sauerstoff, so sind -— innerhalb 
gewisser Sauerstoffdruckgrenzen --- die Lésungen um so tiefer gefiarbt, 


je héher der Sauerstoffdruck ist. Diese Erscheinung wird erklart durch 
die kinetische Theorie des stationiren Zustandes. 


Sind C die Gesamtkonzentration an Ferment, ¢ox. und Creqg. die 
Konzentrationen der oxydierten und der reduzierten Form des Ferments, 
c, die Konzentration des reduzierenden Systems, co, die Konzentration 
des Sauerstoffs, so ist 

de 


PE = ky Cox. Ce — hegre. - C0 (1) 


wo k, und k, die Geschwindigkeitskonstanten der Reduktion und der 
Oxydation bedeuten. 


Im stationaren Zustand der Sauerstoffiibertragung ist 


Ss k, Cox. -Cs — k, - Cred. + Oo: 2) 

woraus unter Beriicksichtigung von Creg. = C — Cox. folgt: 
Cox. 7 k, ° CO, 9 
ape (>) 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931. 
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Cox./C, der ,,Farbungsgrad* oder die ,,Farbtiefe’*, ist der Bruchteil 
des Ferments, der im stationiren Zustand der Sauerstoffiibertragung 
in der oxydierten Form vorliegt. Die rechte Seite der Gleichung (3) 
zeigt, in welcher Weise dieser Bruchteil von den Konzentrationen des 
Sauerstoffs und des reduzierenden Systems abhingt. Im allgemeinen 
ist Cox./C kleiner als 1 . ¢ox./C wachst, wenn bei konstantem c, der Sauer- 
stoffdruck wachst, und wird gleich 1, wenn k,co, groBb geworden ist 
gegen k,c,. Dann liegt das gesamte Ferment in der oxydierten Form vor. 


Zwischen der Geschwindigkeit der Sauerstoffiibertragung und der 
Farbtiefe besteht ein einfacher Zusammenhang. Setzen wir den in 
Gleichung (3) rechts stehenden Ausdruck zur Abkiirzung gleich x, 
so kénnen wir statt (3) schreiben: 

Cox. CU .2, (4) 
wo o«, bei konstantem c,, eine Funktion des Sauerstoffdruckes ist. 


Die Geschwindigkeit der Sauerstoffiibertragung im  stationdren 
Zustand ist nach (1) 
yw = &, . Cox, . Cy. 
Eliminieren wir hier ¢ox, mit Hilfe von (4), so erhalten wir 
vo = k,.c,.C .a, (5) 
und fiir das Verhaltnis der Geschwindigkeiten bei Variation des Sauer 
stoffdruckes : 


% my 


= ; (ts) 
U2 %» 
d.h., andern wir den Sauerstoffdruck bei konstantem C und e¢,, so 
verhalten sich die Geschwindigkeiten der Sauerstoffiibertragung wie 
die Farbtiefen. 


Wir haben versucht, die Beziehung (6) quantitativ zu_priifen. 
Eine Lésung von sauerstoffiibertragendem Ferment und reduzierendem 
System wurde mit Sauerstoff verschiedenen Partialdruckes gesittigt. 
Die Oxydationsgeschwindigkeiten v wurden manometrisch, die Farb- 
tiefen « lichtelektrisch bestimmt. Da es schwierig ist, die Lésungen 
in den Absorptionstrégen bei der Messung der Lichtschwachung mit 
Sauerstoff niedrigen Partialdruckes ins Gleichgewicht zu bringen, so 
war das Ergebnis dieser Versuche nicht befriedigend, und wir mubten 
uns darauf beschranken, bei den manometrischen Versuchen -- bei denen 
die Sattigung der Lésungen mit Sauerstoff verschiedenen Druckes 
leicht ist — die Farbtiefen wahrend des Schiittelns zu beobachten und 
abzuschatzen. Es hat sich dabei ergeben, da Oxydationsgeschwindig- 
keit und Farbtiefe bei Variation des Sauerstoffdruckes parallel gehen. 
Sattigt man Teile ein und derselben Lésung mit Sauerstoff ver- 


2G * 
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schiedenen Druckes, so sind die Oxydationsgeschwindigkeiten um so 
groBer, je tiefer die Lésungen gefirbt sind. 

Das folgende Beispiel soll die Bedingungen erlaiutern, die fiir 
derartige Versuche giinstig sind. 

2ccm Ferment des reduzierenden Systems, 1,8 ccm Co-Ferment, 
0,45 ccm 0,3 mol. Hexose-Monophosphorsiure und 3ccm_ sauerstoff- 
iibertragendes Ferment wurden gemischt. Je 3ccm dieser Mischung 
wurden in zwei kegelférmige GefaBe eingefillt und mit Sauerstoff 
verschiedenen Partialdruckes so schnell geschiittelt, daB bei einer 
Vermehrung der Schiittelgeschwindigkeit der Sauerstoffverbrauch 
nicht mehr zunahm. Dann waren die reagierenden Lésungen mit den 
Sauerstoffdrucken, die in den Gasriumen herrschten, im Absorptions- 
gleichgewicht. Wir fanden 


20°. Einsatz Kalilauge. 





Gefab | Gefas I 
a ae a ee 3cem Mischung seem Mischung 
aa Goes ara -wi sos oe ate 5 Vol.-°/9 Sauerstoff 100 Vol.-®), Sauerstoff 


(in Argon) 


emm QO, verbraucht nach 10 Min. 16 68 
», x ee ae 27 129 
« & s — we 39 188 

Farbe, wihrend des Schiittelns 
beomachiet. . ..... 2s. hell dunkel 


VI. Absorptionsspektrum des sauerstoffiibertragenden Ferments. 


Die Lésung des sauerstoffiibertragenden Ferments, die nach 
Abschnitt III gewonnen wird, enthalt neben dem Ferment in betracht- 
licher Konzentration ein Himochromogen. Das Absorptionsspektrum 
dieser Lésung ist also nicht das Spektrum des Ferments, sondern das 
Spektrum eines Farbstoffgemisches, des gelbroten Farbstoffs und des 
Hamochromogens. 


Um unter diesen Umstanden das Spektrum des Ferments zu messen, 
macht man von der Tatsache Gebrauch, daB bei der Reduktion das 
Spektrum des Ferments (im Sichtbaren) verschwindet, das Spektrum 
des Hamochromogens aber unverindert bleibt. Mischt man die Ferment- 
lésung mit dem reduzierenden System und mibt die Lichtabsorption 
einmal bei Sattigung mit Sauerstoff und dann unter AbschluB von 
Sauerstoff, so erhilt man zwei verschiedene Spektren. Das unter 
AbschluB von Sauerstoff gemessene Spektrum ist das Hiamochromogen- 
spektrum, das bei Sattigung mit Sauerstoff gemessene Spektrum ist 
das Spektrum des Farbstoffgemisches (Hamochromogen + gelbroter 
Farbstoff). Die Differenz der Absorptionskoeffizienten ox. Ored 
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n so ergibt das Absorptionsspektrum der oxydierten i] 
Form des Ferments. | 
° ms ‘ | 
fiir In zwei Trége [Quarztrége I und II (vgl. ! 
Abb. 1)] fiillen wir folgende Mischung, die durch | 
—_ Zentrifugieren bei 0° voéllig geklart sein mu: 
toff- 3.8 cem einer Lésung des Ferments des redu | 
rung zierenden Systems, 
stoff 7.6 ., einer Lésung des Co-Ferments, | 
; : . | 
“ner 14 ., einer 0,3 mol. Lésung von hexosemono- I 
2uch phosphorsaurem Kalium, 4 o¥ 
den 12 .. einer Lésung des sauerstoffiibertragenden Low (> 
ons- Ferments. \ | || 
° ° ’ ** nm } it 7 
Trog I wird mit Sauerstoffdurchstré6mt, Trog IT / || 
wird durch seine Kapillare luftdicht verschlossen AS oa 
: , : , . B 
und ist zur Messung bereit, wenn sich die Licht- 
| ° ° Bl si | ° 16 ) ° | Abb. 1 
absorption im augriinen (bei 460 mm) nicht Absorptionstrog aus plan 


mehr andert, d.h. wenn der gelbrote Farbstoff  parailelen Quarzplatten 





stoff 7 : , = mit Kapillare zum luft- 
vollstindig reduziert ist. dichten Verschlu8 
Tabelle I. Lichtelektrische Messung der Lichtabsorption der oxydierten und 
reduzierten Fermentlésung. Schichtdicke 1,07 cm. 4 /é¢ ist das Verhaltnis 
der Lichtintensitaéten an den Enden des Absorptionsweges. 
ee a ‘o- Reduziert (Hamochromogen 
Wellenlinge 
: In : y In 
mu i 1 i ; 
nach 
icht- 400 7.88 2.07 5.49 1,70 
rum 410 13,0 2.56 8 73 217 
415 16,1 2,78 10,9 2,39 
das 420 13.9 2°63 9,13 2.21 
des 430 49 1,59 3.26 i,18 
440 3.78 1,33 2,23 0,80 
450 3.49 1,25 1.80 0.59 
—_, 460 3.43 1,23 1,73 0.55 
470 3.40 1.23 1,63 0.49 
das 480 2,93 1,08 1.54 0,43 
rum 490 2.64 0.97 1.46 0.38 
ent- 500 2,07 0,73 1,41 0,34 
, 510 2,32 O84 1.56 0,445 
tion 520 2.07 0.73 1.65 0,50 
von 530 1,75 0,56 1,46 1,38 
. 549 1.48 0,39 1.3 (),29 
inter 50 1.68 0,52 1,64 0,50 
gen- 560 1,28 0,25 1,21 0,19 
1 ist 570 1,17 0.16 1,15 0.14 
580 1.15 0,14 1,10 0,095 
‘oter 590 1.10 0,096 1,08 0,077 
Lred 600 1.07 0.068 1,04 0.040 
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Das Ergebnis der Messungen ist in Tabelle I wiedergegeben, in 
Abb. 2 graphisch dargestellt. Das Spektrum der reduzierten Lésung 
ist ein typisches Haimochromogenspektrum mit x-Bande (550 my), 
f-Bande (520 mu) und y- oder Hauptbande (415 mu). Aus dem Spek. 

trum der oxydierten Lésung geht 














50 hervor, daB die Oxydation in dem 
7A | ganzen gemessenen Gebiet die Licht- 
2y¥ i ayy ; ; : 
/ poe absorption verstirkt, am meisten 
Ms im Blaugriin, wo die Differenz der 
§ |W | Ordinaten am gréBten ist. 
a Nome Bei einem anderen Versuch war 
4é T AL . - . 
99 ++ \ Se ae die Zusammensetzung der Mischung 
aN 
96 Scem einer Lésung des Ferments 
GI —— 7 | T des reduzierenden Systems, 
“PRI WH WI We «|CSCUSS SC, += einer Co-Fermentlésung, 
Welleniange th mt 3... einer 0,3 mol. Lésung von 
an ¢ hexosemonophosphorsaurem 
Kalium, 
Absorptionsspektrum der oxydierten : a 
24 ,, einer Loésung des sauerstoff- 


und der reduzierten Fermentlisung. 
iibertragenden Ferments. 

Die Mischung wurde zunichst bei Zimmertemperatur, dann bei 
0° vollstindig klar zentrifugiert, dann, wie im _ vorhergehenden 
Versuch, in zwei Quarztrége gleicher Schichtdicken eingefillt. Anders 
als im vorhergehenden Versuch wurde die Lichtabsorption nicht fiir 
jeden Trog einzeln gemessen, sondern es wurde die oxydierte direkt 
gegen die reduzierte Lésung gemessen. Ist -— bei gleicher Intensitat des 
auffallenden Lichtes -—- die Lichtintensitat hinter der oxydierten Lé- 
sung #4, und hinter der reduzierten Lésung ¢,, so ist In ¢,/i, dem Ab- 
sorptionskoeffizienten der oxydierten Form des Ferments proportional. 

Tabelle Il enthalt das Ergebnis der Messungen, in Abb. 3 ist der 
Absorptionskoeffizient als Funktion der Wellenlinge dargestellt. 
Das Maximum der Absorption liegt im Blaugriin bei 470 mu, eine An- 
deutung einer Nebenbande sieht man bei 440 mu. 


Bestimmt man die absolute Konzentration des Ferments, wie in 
Abschnitt VII beschrieben wird, so kann man die relativen Absorptions- 
koeffizienten auf ihre absoluten Werte umrechnen. Diese Werte findet 
man in der letzten Spalte der Tabelle II. Sie sind mit der Unsicherheit 
der Konzentrationsbestimmung behaftet und kénnen (vgl. Ab 
schnitt VIT) halb so groB oder doppelt so groB sein. Der wahrscheinliche 
Wert des absoluten Absorptionskoeffizienten fiir den Spektralbezirk 
stirkster Absorption (470 mu) ist 3. 107 qem Mole, der Absorptions- 
koeffizient ist nicht kleiner als 1,5.107 und nicht gréBer als 


6.107 qem Mole. 
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Tabelle 11. 


Lichtelektrische Messung des Absorptionsspektrums des sauerstoffiiber 














tragenden Ferments. Schichtdicke d 107em. Wahrscheinliche Kon 
zentration des Ferments ¢ 3,1 . 10-8 [Mole /cem | 
j= ee. In s 
Wellen ty ly u dec te Wellen i in l 
lange vat ig em | lange ra , is j em? ] 
eS F= ae | Mol 
410 1,71 0,536 1,61 . 107 510 1,65 0.501 1.50.10 
420 1,75 0,559 1,68 520 1,31 0,27 OS1 
430 1,90 0,642 1,92 530 113 | 6.122 0,33 
440 2 94 O.806 2.42 540 1.09 0.086 0.26 
450 2.35 0.854 2.56 550 1.015 0.015 0.045 
460 2,54 | 0,932 2,80 560 l 
470 264 0.971 2.92 570 1 
480 244 0,892 2.68 5SO l 
490 2.15 | 0,765 2.30 HOO l 
500 1.94 0.662 1.96 H00 l 
Das in Abb. 3 gezeichnete Spektrum of -~ > 
ist unter der Annahme berechnet worden, °7\ — 
daB die reduzierte Form des Ferments 2¢l 7 \ 
im Sichtbaren nicht merklich absorbiert. 27| \ 
Was das Hamochromogen anbetrifft, so & al 
kénnte es stéren, wenn es in der oxy- \* | = \ 
dierten und reduzierten Lésung in ver- S | 
schiedenen Formen_ vorlige. Dab dies §& | 
nicht der Fall ist, geht unter anderem X49! } 
daraus hervor (vgl. Abb. 2), daB die «- G6} \ 
Bande des Hamochromogens in der oxy- 7 zie 
dierten und der reduzierten Loésung gleich y SSRs SsS8.* 
ist. Wiirde das Hamochromogen bei Sauer- ~— Welk nhinge “spt _— 
stoffdurchleitung oxydiert, so miiBte die sie: eat sa is Sie tied 
x-Bande bei Sauerstoffdurchleitung  ver- aaamaiind wn rn eracense ter 
schwinden. ibertragenden Ferments 


Vil. Absolute Konzentration des sauerstoffiibertragenden Ferments. 


Kennt man die Sauerstoffmenge, die nétig ist, um die 
reduzierte Form des Ferments in die oxydierte Form tberzufiihren 
so hat man die absolute Konzentration des Ferments in den Ferment- 
losungen. Weil der Sauerstoff schwer zu dosieren ist und auch nicht 
schnell genug mit dem reduzierten Ferment reagiert, ist es zweck 
maBiger, als Oxydationsmittel Methylenblau zu benutzen, das die re- 
duzierte Form des Ferments fast momentan und vollstandig in die 
oxydierte Form iiberfihrt. 

Eine Lésung von Ferment und reduzierendem System wird in 


einen Quarztrog eingefiillt, durch die Kapillare luftdicht verschlossen 
und vor die lichtelektrische Zelle gebracht. Man belichtet mit der 
Wellenlainge 460 mu und wartet, bis sich die Lichtabsorption nicht mehr 
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iindert. Dann liegt das gesamte Ferment in der reduzierten Form vor 
Ein anderer Teil der gleichen Lésung wird in einem Quarztrog gleich: 
Schichtdicke mit Sauerstoff durchstr6mt. In diesem Trog liegt da 
gesamte Ferment in der oxydierten Form vor, und die Messung de: 
Lichtschwachung fiir die Wellenlange 460 my ergibt den Schwachungs 
wert ,,vollstandiger Oxydation*. 

Um das reduzierte Ferment mit Methylenblau zu oxydieren, liifte: 


man den Kapillarstopfen des ersten Quarztrogs, tiberschichtet, wie in 


Abb. 4 veranschaulicht, mit sauer 
& stofffreier Methylenblaulésung 


'* . . . . . 
\ et schlieBt wieder mit dem Kapillar 
 Aapillarstopten ; ast 
\ stopfen, bringt den Trog vor 


on sichtig vor die lichtelektrische 
ae Zelle, schiittelt um und miBt so 
Pipette fort die Lichtabsorption fiir 460 my, 







Methylenblau Metrylentlas  Wiejenige Methylenblaumenge, div 
gerade ausreicht, um in der redu 
fermentlasung 


ena” zierten Loésung die Lichtschwa 





y chung vollstandiger Oxydation zu 
Gaskyge/ Ss erzeugen, ist der Fermentmenge 





in dem Trog aquivalent. 


Abb. 4 « ° - 
ZwischenUmschiitteln und Ab- 


Einfiihrung der Methylenblaulisung in den Ab- : 7 

sorptionstrog zur Bestimmung der absoluten sorptionsmessung vergeht elne ge- 

Konzentration des sauerstoffiibertragenden 
Ferments. 


wisse Zeit t, — t,, in der oxydiertes 
Ferment von dem reduzierenden 
System zuriickreduziert wird. Um diesen Fehler der nicht erheb 
lich ist — zu eliminieren, miBt man die Lichtabsorption nach dem 
Umschiitteln zu verschiedenen Zeiten t und berechnet aus der zeitlichen 
Anderung der Lichtabsorption die Lichtabsorption fiir die Zeit t = 0 

Ist c die Konzentration des oxydierten Ferments, / der Lichtabsorptions 
koeffizient des oxydierten Ferments, c’ die Konzentration des Hiimo 
chromogens, #’ der Lichtabsorptionskoeffizient des Hamochromogens, d dir 
Schichtdicke, so ist die Lichtschwaéchung 4// zu einer beliebigen Zeit ¢ 


| =} — iecd+A'cd 1 
i , 
und zur Zeit ¢ oc, woe 0 
‘9 ef e'd . 
a/t x - 
Aus (1) und (2) folgt 

i ty 9 
c.f.d In{") —In (+) ; 3 

u/t 1/t=— 


wo also c die Konzentration der oxydierten Form des Ferments zur Zeit 7 
ist. Da $8 und d konstant sind, so ist der in (3) rechts stehende Ausdruck 
der Konzentration ¢ proportional. 
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Die zeitliche Anderung von ¢ in einer LOsung von Ferment und redu 
zierendem System setzen wir 
d c 


di ke 4 


wo k die Geschwindigkeitskonstante der Fermentreduktion ist. (4) ergibt 
integriert 


c l 
k In + -——_. 5 
Cg tg —t, 
wo c = ¢, fiir t = t; und c = ¢, fiir t =f, ist. ¢,/cg und damit & erhalt man 


nach (3) aus den Lichtschwachungen zu den Zeiten ¢, und fy. 


Hat man &, so kann man c,. /.d nach der Gleichung 


Le? 


CG. - 2. C,- i OF wie 4 
berechnen, wo Cy c fiir ¢t 0 und ¢, c fiir ¢t t, ist. Aus (6) und (3) 
ergibt sich dann die Lichtschwachung fiir ¢ 0 
a, te 
In {—) 6, .- ff .d+- ints} 
t/t 0 t/t . 


Voraussetzung der Methode ist, daf das zugesetzte Methylenblau 
nur zur Oxydation der Leukoform des Ferments verbraucht wird, 
nicht aber zur Oxydation anderer in der Lésung vorhandener Sub- 
stanzen. In der Tat reagiert Methylenblau unter den gewahlten Be- 
dingungen merklich weder mit einer Lésung des reduzierenden Systems, 
wenn sie kein sauerstoffiibertragendes Ferment enthalt, noch mit 
einer Lésung des sauerstoffiibertragenden Ferments, wenn sie kein 
reduzierendes System enthalt. Insbesondere wird der Begleiter des 
gelbroten Ferments, das Hamochromogen, von Methylenblau nicht 
oxydiert. Das Eisen des Himochromogens bleibt im zweiwertigen 
Zustand, auch wenn man die Fermentlésung durch Methylenblau 
blau farbt. 


Die Eigenfarbe des Methylenblaus stért bei den Messungen nicht 
Die Methylenblaumengen, die man zusetzen muB, um die Leukoform 
des Ferments zu oxydieren, sind so klein, daB die Wellenlinge 460 my 
nicht erheblich geschwacht wiirde, selbst wenn das gesamte zugesetzte 
Methylenblau als solches in der Lésung bliebe und nicht zu Leuko 
methylenblau reduziert wiirde. 


Beispiel: Es wurden gemischt 


8ccem einer Lésung des Ferments des reduzierenden Systems, 
16 ., einer Co-Fermentlésung, 
3 ,,. einer 0,3 mol. Lésung von hexosemonophosphorsaurem Kalium, 


24 ,, einer Lésung des sauerstoffiibertragenden Ferments. 


Die Mischung wurde durch Zentrifugieren vollstandig geklart und 


in zwei Quarztrége zur Absorptionsmessung eingefiillt. 
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Die Lichtschwachungen der vollstindig oxydierten und der vo! 
stindig reduzierten Loésung fiir die Wellenlange 460 mu (Schichtdick 
1,07 cm) waren: 





Oxydiert . . , 5,02 
Reduziert. . . . 2,14 


Die vollstindig reduzierte Lésung, deren Volumen 10 ccm betrug 
wurde mit 0,05ccem einer 0,25° igen sauerstofffreien Methylenblau 
lésung tiberschichtet. Die erste Messung der Lichtschwiichung (Einste!! 
dauer des Elektrometerfadens 1 Sekunde) wurde 14 Sekunden nac! 


dem Umschiitteln vorgenommen. Die beobachteten Werte waren 


(lemperatur bei der Messung 25°): 





1 
Zeit nach dem i i In ( “ ), In ( a ) og, ct} In 
Umschiitteln j In j eft “oa i ke =a | 1 | 
Sekunden mere Sekunden 
0 (5,26) (1,660) (0,898) 
14 4.32 1.463 0,702 | omens 
53 3,02 1,106 0,345 = 
120 2.40 0,875 0,114 0.0166 
420 2.14 0.761 0 Mittel: 0.0175 
990 2.14 0,761 0 


Aus der Beobachtungsreihe, die in Abb. 5 graphisch dargestellt 








Die Geschwindigkeitskonstante / 
der Reduktion war im Mittel 0.0175 
UW DW 7H Ww Yeziproke Sekunden, d. h. in einer 


S 
‘ aS 


ist, sieht man, daB bei der ersten Ablesung 14 Sekunden nach dem 
Umschiitteln --- der gréBere Teil des 
40 | —} Ferments (etwa 80°) in der oxy 
R @ | 4 . . 
Ss oy | dierten Form vorlag. Im Laufe von 
s _@? | $39 Sekunden fiel die Konzentration 
S846 | deroxydierten Form auf ihren halben 
sS% | Wert, sie war nach 420 Sekunden 
$37 Null, d.h. es war alles reduziert 
: 
§ 


Sekunde war rund 1,8°, der oxy 
Abb. 5. 
Zeitlicher Verlauf der Fermentreduk- ‘ 
tion in einer Losung von sauerstoff- ziert worden. 
iibertragendem Ferment und redu- 
zierendem System. 


dierten Form des Ferments red 


Die eingeklammerten W erte sind 
mit Hilfe der oben angegebene 
Formeln berechnet worden. ¢,/i fiir ¢ = 0 ergab sich gleich 5,26, waihrend 
i) ¢ fiir die vollstandig oxydierte Lésung gleich 5,02 gefunden worde1 
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war. Es folgt daraus, dab die in den Trog gegebene Methylenblaumenge 
0.05 cem der 0,25 igen Lésung) weder erheblich zu klein noch erheblich 
u groB war. Die Fermentmenge im Trog (Volumen des Troges 10 cem 
war also 0,05 ccm einer 0,25°,igen Methylenblaulésung nahezu aqui- 
valent. Die Fermentmenge im Liter war 12,5 mg Methylenblau oder 
3.1.10-° Molen Methylenblau nahezu aquivalent. (Das Methylenblau- 
hlorid enthielt 5 H,O, Molekulargewicht 409.) 

Nimmt man an, daf 1 Mol Methylenblau mit 1 Mol Ferment 
reagiert, daB also die Reaktionsgleichung ist: 
| Methvlenblau + 1 Leukoferment = 1 Leukomethylenblau ~ 1 Ferment 


so war die Konzentration des Ferments in der Lésung 3.1 . 10-° Mole Liter 
und in der Stammlésung des Ferments, unter Beriicksichtigung der 
angegebenen Verdiinnung : 

Cc 6.6 . 1675 Mole Liter. 

Reagiert 1 Mol Methylenblau nicht mit 1 Mol Leukoferment, 
sondern mit 2 Molen oder !/, Mol Leukoferment, so ware die Ferment- 
konzentration ¢ doppelt so groB oder halb so groB. Dies ist im wesent- 
lichen die Unsicherheit, die der Konzentrationsbestimmung anhaftet. 

Anhangsweise sei bemerkt, dai man auch die Konzentration des in 


der Fermentlésung vorhandenen Hamochromogens angenahert berechnen 
kann. Man benutzt dazu die Lichtschwachung der vollstandig reduzierten 


Lésung fiir die Wellenlange der maximalen Absorption. Aus Tabelle 1, 
Absechnitt VI, entnehmen wir, dai fiir die Wellenlange 415 my. bei einer 
Schichtdicke der Lésung von 1.07 em, die Lichtschwachung 7/7 10.9 
war. Da fiir die bisher untersuchten Hiamochromogene det Absorptions 
koeffizient # des Maximums im Mittel 4. 10$[qem/Mole}] war, so konnen 


wir, indem wir diesen Wert in die Gleichung 


/ 


einsetzen, c berechnen. Wir finden 


l l ; l l : Mole 
( -—-+In= . =-In 10,9 0.56.10 | | - 
,; ad P 4.108 1,07 cem 
In der Stammfermentlésung, die etwa doppelt so konzentriert ist, ist 
Mole Mole 4, 
c 1,12.10-5 | — oder 22 . | | 
eem Liter 


Dies bedeutet, daB 1 Liter der Stammfermentlésung etwa 7 mg Hamin, 


gebunden als Hamochromogen, enthalt. 


VIL. Berechnung der Geschwindigkeit der Sauerstoffiibertragung aus 
optischen Messungen. 
Wir haben im vorhergehenden Abschnitt eine Methode kennen 
gelernt. die es erlaubt, die Geschwindigkeit zu messen, mit der das 


oxydierte Ferment von dem reduzierenden System reduziert wird, 
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Ist ¢ die Konzentration des oxydierten Ferments, so ist bei konstant: 
Konzentration des reduzierenden Systems 
dc 
re dt 
Schittelt man eine Losung von Ferment und reduzierendem System 
mit Sauerstoff, so wird c auf dem konstanten Wert c, gehalten. Ist de: 
Sauerstoffdruck hinreichend groB, so ist ¢, gleich der Gesamtkonzen 
tration an Ferment in der Lésung. 
Fiir das im vorigen Abschnitt gegebene Beispiel war 


py ae 
C= 3,1 ‘ 10 : a | —- 3,1 y 1078 |=. 


Liter ecem 


1 ] 
¢ bei 25° = 0,0175| ———| = 1,05] ——}- 
k bei 2 DT | = | ; tc 


Nehmen wir an, daB bei der Reoxydation des Leukoferments 
wie bei der Reoxydation des Leukomethylenblaus, die Primarreaktion ist 


——— 








1 Leukoferment +- 1 O, Primarprodukt der Oxydation, 


so ist der Sauerstoffverbrauch pro Minute und Kubikzentimeter Lésung 


de Mole” cmm 
— = kc, = 1,05.3.1.10°°| —— | = 0,73] ——|- 
dt “o scar nile lite Fe | 


Wir fanden, wenn wir die Lésung, fiir die k und cy gemessen wat 
bei 25° mit 100°, Sauerstoff schiittelten, eine Anfangsgeschwindigkeit 
von 0,63 [cmm/Min.]} 

Es sei noch bemerkt, daB hier die Bedingungen —- niedrige Tem 
peratur und niedrige Konzentration des reduzierenden Systems -— ab- 
sichtlich so gewahlt waren, daB k klein war. Gibt man eine klein 
Menge sauerstoffiibertragenden Ferments zu viel reduzierendem System, 
wie in den manometrischen Versuchen des Abschnitts IV, so findet 
man k, berechnet aus dem Sauerstoffverbrauch und der Ferment 
konzentration, etwa 60mal gréBer. Dann aber kann & nicht optisch 
bestimmt werden, worauf es hier gerade ankam. 


IX. Physiologische Theorie. 

In aeroben Zellen hat man als Oxydationsmittel neben molekularem 
Sauerstoff das dreiwertige Eisen des Phiohimins, das im Vergleich 
zum molekularen Sauerstoff schnell mit der Leukoform des gelbroten 
Farbstoffs reagieren wird. Dann kommt eine direkte Reaktion zwischen 
molekularem Sauerstoff und Leukotorm des gelbroten Farbstoffs 
praktisch nicht vor, und der Oxydationsweg ist 

Leukoform . redu- 
—> des gelbroten > Farb- > zierendes (1) 


Farbstoffs won System 


Phaohamin Phaohamin 
> 


O,—> , “a ‘ 
2 (Eisen 2-wert.) (Eisen 3-wert.) 
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Inaktiviert man das Phiohamin durch Blausaure, so tritt an Stelle 
von I der Oxydationsweg 


Leukoform Farb redu- 
_ 
Og —» des gelbroten —> stoff > Zerendes ( II 
> ’ , 0 ’ 
Farbstoffs System 


Im allgemeinen wird die Geschwindigkeit der Oxydation sinken, 
wenn man (I) durch (I1) ersetzt. Nur wenn die Konzentration des redu- 
zierenden Systems sehr klein ist, wird die direkte Reaktion zwischen 
Sauerstoff und Leukoform des gelbroten Farbstoffs ausreichen, und die 
Geschwindigkeiten der Oxydation auf den Oxydationswegen (I) und (11) 
werden gleich sein. Vielleicht ist es so zu erklaren, daB die Atmung 
der zuckerfreven Chlorella, die klein ist, durch Blausiure nicht gehemmt 
wird, daB aber die Atmung der zuckerhaltigen Chlorella', die gro ist, 
durch Blausiure gehemmt wird. 

In zuckerhaltiger Backerhefe ist die Konzentration des reduzierenden 
Systems groB, hier reicht die direkte Reaktion zwischen Sauerstoff 
und Leukoform des gelbroten Farbstoffs nicht aus, und die Atmung 
wird gehemmt, wenn man das Phaohimin durch Kohlenoxyd oder 
Blausaure ausschaltet. Extrahiert man aber die Backerhefe nach 
v. Lebedew, so bleibt das Phaohiémin in dem Riickstand, gelbrotes 
Ferment und reduzierendes System gehen in Losung, und man hat eine 
im Vergleich zur Zellatmung kleine, durch Kohlenoxyd und Blausaure 
nicht hemmbare Atmung. 

Wir bemerken noch, daB die Teilreaktion 

Phaohamin Leukoform 
(Kisen 3-wert.) des gelbroten Farbstoffs 
nicht die einzige Reaktion sein soll, in der das dreiwertige Eisen des 
Phaohamins reduziert wird. Wahrend die Primarreaktion der Atmung 
in aeroben Zellen immer die Oxydation des zweiwertigen Phaohimin- 
eisens durch molekularen Sauerstoff ist, gibt es vielleicht viele Fermente, 
die das dreiwertige Phaiohamineisen reduzieren. 


X. Anhang. 
a) Trockenhefe und Lebedew-Sa}t. 

Unterhefe (Brauerei Patzenhofer) wird mit flieBendem Leitungs- 
wasser 48 Stunden gewaschen. Ist das abflieBende Wasser klar und 
farblos, so gibt man die Hefe in cin Tuch, laBt abtropfen, pret das 
Wasser mit 50 Atmospharen ab, zerkleinert, trocknet 4 bis 6 Tage an 
der Luft bei Zimmertemperatur und pulverisiert 24 Stunden in der 
Kugelmiihle. Das Pulver wird bei 0° aufbewahrt. Das Waschen der 
Brauereihefe ist notwendig, weil ihr gefarbte Verunreinigungen anhaften, 
die bei der optischen Untersuchung der Fermente storen 


1 Vgl. R. Emerson, J. of General Physiology 9%. 469, 1927 
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Zur Gewinnung des Saftes nach wv. Lebedew! wird 1 Gewichtste 
Trockenhefe mit 3 Gewichtsteilen Wasser verrieben. Nach zweistiindigen 
Erwarmen auf 35° wird zentrifugiert. I kg Trockenhefe liefert etw 
1200 ccm Saft 

Soll der Saft zur Gewinnung der Hexose-Monophosphorsiure diene: 
so muB er so frisch wie méglich sein. Denn die phosphorylierende; 
Fermente sind unbestandig, auffallenderweise sogar bei 0° (wabhrend 
doch der Saft bei 35° gewonnen wird). Bestandiger ist das Ferment 
system, das die Hexose-Monophosphorsaure oxydiert. Oft war es nach 
wochenlangem Aufbewahren des Saftes bei einer Temperatur von () 
bis + 2" noch wirksam. Um die phosphorylierende Wirkung des Saftes 
zu priifen, miBt man die Gargeschwindigkeit in 1 cem Saft manometrisch 
In den Hauptraum eines kegelf6rmigen GefaBes gibt man 1 cem Saft 
und 100mg Glucose, in die Birne 0,1 cem Phosphatlésung (300 g 
Na,HPO,.10 H,O + 20g KH,PO,, mit Wasser auf 1500 ccm), det 
Gasraum enthalt Luft. Schiittelt man bei 20°, so soll die Gargeschwindig 
keit vor Einkippen des Phosphats etwa 25cemm CO, pro Minute sein 
und nach Einkippen des Phosphats auf 150 cmm CO, pro Minute steigen 


h) He LOSE - Monophosphorsaure s ‘aleiu mm. 


Wir gewinnen das rohe Bariumsalz der Hexose-Monophosphorsaure 
im wesentlichen nach R. Robison und W. 7. Morgan?. 


1200 cem frischer Lebedew-Saft und 120 g¢ Glucose werden in einen 
10-Liter-Kolben gebracht. auf 29° erwarmt und mechanisch geriihrt. In 
Abstanden von 6 Minuten fiigt man jedesmal 100 ccm einer Glucose 
phosphatlésung hinzu (300g Glucose 300 g Na,gH PO, 10 H,O 4+ 20 ¢ 
KH,PO, mit Wasser auf 1500 cem) bis in 90 Minuten 1500 cem zugegeben 
sind. Nach weiteren 15 Minuten fallt man mit 80g Trichloressigsaure 
(gelést in 100 ccm Wasser) und Jat nach Zusatz einiger Tropfen Octy!] 
alkdéhol etwa 12 Stunden bei 0° stehen. Der Niederschlag wird abzentri 
fugiert. die tiberstehende L6ésung zur Klarung durch ein Filter gesaugt 
Zu dem Filtrat gibt man 320 ¢g festes Bariumacetat, neutralisiert mit heib 
gesittigter Barytlésung (Phenolphthalein rosa), fiigt !/;, des Volumens 
Alkohol hinzu, schiittelt um und saugt ab. Aus dem Filtrat wird die Mono 
siure mit Bleisubacetat gefallt, je nach dem Gehalt an Monosiure sind 0,8 
bis 2.7 kg Liquor Plumbi subacetici DA B6 nétig. Das abzentrifugiert: 
Bleisalz wird mit Wasser gewaschen (Volumen des Waschwassers etwa 
gleich der Halfte des Volumeus der Mutterlauge), dann mit Wasser in 
einer Reibschale zerrieben und auf der NSchiittelmaschine 12 Stunden mit 
Schwefelwasserstoff geschiittelt. Das Filtrat wird durch Auspumpen von 
Schwetelwasserstoff befreit. mit Baryt neutralisiert (je nach Ausbeut« 
40 bis 130¢ Baryt) (Phenolphthalein rosa) und nach Klarung durch ein 
Faltenfilter in das doppelte Volumen Alkohol gegossen. 


1 4.v. Lebedew, H. 78, 447, 1911. 
2 RB. Robison u. W. T. Morgan, Biochem. J. 22, 1277, 1928: 24, 119 
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Das hexose-monophosphorsaure Barium wird abgesaugt, mit absolutem 
\lkohol in einer Reibschale zerrieben, wieder abgesaugt und im Vakuum 
xsikkator iiber Schwefelséure getrocknet. Die Ausbeute an rohem Barium- 
ilz betragt 100 bis 300 ¢. 


Darstellung des Calciumsalzes: Wir lésen 100 g¢ des rohen Barium- 
salzes in 500 ccm Wasser, und geben bei schwach alkalischer Reaktion 
eine 15°,ige Lésung von Mercuriacetat zu, bis nichts mehr fiallt (etwa 
75 ccm). Das Filtrat, das das Bariumsalz der Monosiure enthalt, 
wird mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert und nach dem Abfiltrieren 
des Quecksilbersulfids 12 Stunden durchliiftet. Die gelbe Farbe und 
den Geruch der Lésung entfernt man durch dreimaliges NSchiitteln 
mit je 3g Tierkohle. Aus der farblosen Lésung wird das Barium mit 
einem kleinen UberschuB von Schwefelsaiure gefillt. Das Bariumsulfat 
wird abzentrifugiert. Zu der tiberstehenden Lésung gibt man etwas 
mehr als die berechnete Menge Calciumacetat (35 g, gelést in 170 ccm 
warmem Wasser), wobei kein Niederschlag fallen darf, und dann unter 
kraftigenr Umschiitteln Alkohol (etwa 200 ccm), bis der an der ,EKingub- 
stelle sich bildende Niederschlag beim Umschiitteln gerade noch geldést 
wird. Erwarmt man diese Lésung auf dem siedenden Wasserbad, 
so fallt das Calciumsalz der Hexose-Monophosphorsiure als schwerer 
Niederschlag, der sich schnell absetzt. Er besteht aus regelmabig 
ausgebildeten Kugeln mit radialer Zeichnung, oft aus sternférmig 
gruppierten Nadeln. Nach dem Roéntgenbild ist der Niederschlag 
kristallinisch. Da sich der Niederschlag beim Abkiihlen list, so muB er 
heiB abgesaugt werden. Man wischt ihn auf der Nutsche zuerst mit 
heiBem 30°,igen Alkohol, dann mit kaltem absoluten Alkohol 
(Fraktion I). 

Die Mutterlauge von Fraktion I kiihlt man mit Eiswasser ab, 
setzt in der Kalte wieder Alkohol zu (etwa 300 cem), bis gerade kein 
bleibender Niederschlag entsteht und erwarmt nun und_ behandelt 
weiter, wie bei Gewinnung der FraktionI. Die Ausbeuten an den 
Fraktionen I und II betragen zusammen etwa 32 g. 


Man erhalt weitere Fraktionen, wenn man Zusatz des Alkohols 
und Erwarmen wiederholt, doch sind die spaiteren Fraktionen unreiner 
und von uns deshalb nicht verwendet worden. Fraktion I und II haben 
gleichen Wasser- und Calciumgehalt, etwa gleiche spezifische Drehung 


und Aldosezahl. 


Das Calciumsalz lést sich in kaltem Wasser langsam, aber ver- 
haltnismaiBig leicht. Die Lésungen triiben sich beim Erwairmen und 
werden beim Abkiihlen wieder klar. Das im Vakuum iiber Schwefelsiure 
getrocknete Salz verliert im Hochvakuum bei 60° 1 Mol Wasser. Der 
Gewichtsverlust fiir Fraktion I betrug 6.18 °;). fiir Fraktion IT 6,12°, 
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Berechnet ist 5,7°%, wenn das Salz die Zusammensetzung hat 
C,H,,0;CaPO, -+- H,O (Molekulargewicht 316). 


Zur Calciumbestimmung wurden gewogene Mengen des im Hoch 
vakuum getrockneten Salzes in Wasser gelést und mit Oxalat gefallt 
Das Calciumoxalat wurde mit Permanganat! titriert. Wir fanden fii 
Fraktion I 14°, Calcium und fiir Fraktion II 13,8°, Calcium. Berechnet 


ist 13,5°, Calcium, wenn das Salz die Zusammensetzung hat: C,H,,0;Ca PO, 


(Molekulargewicht 298). 

Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurde das im Vakuum 
exsikkator getrocknete Salz (Molekulargewicht 316) in iiherschiissiger Salz 
siure gelést. Wir fanden fiir 


Fraktion I: 42,4mg Salz + 2cem Wasser + 0,5cem n_ Salzséure 
546 + 0,353°. [a )SAure + 25,4°. 

Il: 48.7 mg Salz + 2cem Wasser + 0,5ccm n_ Salzsaure. 
2546 + 0,46°.  [a]Shure — + 28,99. 


Bei der Oxydation mit Jod nach Willstdtter-Schudel? (Vorschrift von 
Macleod und Robison?) verbrauchte 1 Mol Caleciumsalz etwa 1 g-Atom 
Jod, wihrend 1 Mol Aldose beim Ubergang in Aldonsiure 2 g-Atome Jod 
verbraucht. Die .,Aldosezahl‘‘ des Calciumsalzes war also etwa 50°, 

Da R. Robison und FE. J. King* fiir ihre Bariumsalze héhere spe- 
zifische Drehungen und héhere Aldosewerte gefunden haben, so ist 
anzunehmen, da unser Calciumsalz ein Gemisch oder ein Doppelsalz 
verschiedener Hexose-Monophosphorsauren ist. Da es aber mit immer 
gleichen Eigenschaften leicht darzustellen und wahrscheinlich kri- 
stallinisch ist, so sind wir bei unseren Versuchen von dem Calciumsalz 
ausgegangen. Wir setzen es mit Kaliumoxalat zu dem Kaliumsalz 
der Hexose-Monophosphorsiure um. 

Vorschrift. 2 g Calciumsalz werden in einer Reibschale mit 15 cem 
Wasser verrieben und mit 5 ccm Kaliumoxalatl6sung (23 g in 100 ecm) 
versetzt. Nach einer halben Stunde wird zentrifugiert. Die wtber- 
stehende Lésung priift man auf Calcium und Oxalat und fallt nun 
je nach der Komponente, die im Uberschu8 ist, tropfenweise mit 
Oxalat oder mit hexose-monophosphorsaurem Calcium, indem man 
nach jedem Zusatz zentrifugiert und priift. Die Lésung wird als 
Stammlésung im Eisschrank aufbewahrt. Sie soll in bezug auf Hexose 
Monophosphorsaure 0,25 bis 0,3 mol. sein (8 bis 9mg Phosphor im 
Kubikzentimeter enthalten). Kommi es auf die Konzentration an, so 
wird der Phosphorgehalt der Lésung gravimetrisch bestimmt. 


1 Methode von D.J. de Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 
2 R. Willstdtter u. G. Schudel, Chem. Ber. 51, 780, 1918. 

3M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517, 1929. 

4 R. Robison u. E. J. King, Biochem. J. 25, 323, 1931. 











m 
m 
ul 
ul 


de 


ul 


bi 





Ww. 


y hat 


Hoch 
gefallt 
len fii 
rechnet 
CaPoO, 


vkuum 
r Salz 


zsaure 
zsaure. 


ift von 
x-Aton 
ne Jod 
50”, 
re spe- 
so ist 
pelsalz 
immer 
h_ kri- 
umsalz 
amsalz 


15 ecm 
) ecm) 
iber- 
It nun 
e mit 
man 
rd als 
exose 
or im 
an, sO 








Kin bemerkenswertes Vorkommen yon Calciumtartrat. 


Von 
Jos. Gieklhorn (Prag) 


(Arbeiten der biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft im Zoologischen 
Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingeganygen am 2. September 1932.) 


Mit den hier kurz zusammengefaBten Ergebnissen gelegentlicher 
mikrochemischer Untersuchungen des Schleimsaftes von verschiedenen 
monokotylen Bliitenpflanzen kann ich eine Beobachtung aufkliren 
und erganzen, die bereits Molisch' in seinen ,,Studien iiber den Milchsaft 
und Schleimsaft der Pflanzen** erwaihnt hat. 


Wenn man eines der alteren Internodien (den Stengel) von T'ra- 
descantia zebrina hort. mit einem scharfen Querschnitt durchtrennt, 
so bedeckt sich die Schnittflache in wenigen Sekunden mit einem 
triiben, fadenziehenden Schleim, der vollsténdig aus den verletzten 
SchleimsaftgefaBen stammt. Wird dieser Schleimtropfen noch wahrend 
der Hervorquellens auf einen trockenen Objekttraiger ausgestrichen 
und sofort mikroskopisch untersucht, dann erkennt man, da die Trii- 
bung durch zahllose Raphiden aus Calciumoxalat bedingt ist, die teils 
isoliert liegen, teils noch zu Biindeln geordnet sind. Daneben findet 
man in wechselnder Zahl Starkek6érner, isolierte runde Zellkerne, 
kleine Ca-oxalatkristalle (meist in sogenannter Pseudooktaederform), 
verquellende Chloroplasten und farblose Plastiden, also Inhaltskérper, 
die aus den angeschnittenen Mark- und Rindenparenchymzellen oder 
der Epidermis stammen. Dieses typische Bild ist aber auffallend ge- 
andert, wenn man die mikroskopische Beobachtung nicht sofort am 
frisch gewonnenen Schleimsaft vornimmt, sondern ein Priparat ohne 
Deckglas einige Zeit liegen 1aBt oder mit dem Abheben des Schleim- 
tropfens von der Schnittfliche zuwartet, so daB der Schleim durch 


! H. Molisch, Studien iiber den Milchsaft und Schleimsaft der Pflanzen. 
Jena: Gustav Fischer. 1901. 
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allmahliches Verdunsten des Wassers schlieBlich zu einer knorpe 
artigen bis spréden Masse eintrocknen kann. Unter diesen Bedingunge 
fallen bei fortschreitendem Eintrocknen in zunehmender Anzahl seh 
verschieden gestaltete Kristalle aus, von denen wir hier nur jene be 
achten, die schon durch ihre Zahl, Form und GréBe die Aufmerksamkei 
des Beobachters auf sich lenken. Es sind sicher jene Kristalle, auf di 
zuerst Molisch hingewiesen hat und die er beschreibt als ,,oft sehr grob 
farblose, wohl ausgebildete Kristalle, die im Polarisationsmikrosko; 
in Farben aufleuchten und zumeist anscheinend Kombinationen eine: 
Pyramide und Saule darstellen” (S. 103). Da diese Kristalle im frische; 
Schleimsajt, kurz nach seinem Freiwerden aus den SchleimsaftgefaiBen 
sicher noch nicht vorhanden sind, wahrend ein eingetrockneter Schleimsaft 
tropfen damit wie iibersat ist, so ist Molischs Annahme naheliegend 
daB ,,im Schleimsaft von T'radescantia zebrina hort. eine konzentriert: 
Lésung eines kristallisierenden Koérpers vorhanden ist, der erst beim 
Verdampfenlassen eines Schleimtropfens auf dem Objekttrager er 
scheint (S. 103). Eine Untersuchung zur Frage, um welche Verbindung 
es sich handeln kénnte, wurde von Molisch selbst auch spater nicht 
ausgefiihrt, und anscheinend ist diese an sich allzu spezielle Frage bis 
heute nicht beachtet worden. 


Durch einen Zufall konnte ich eine Beobachtung machen, welch: 
das Auftreten der erwaihnten Kristalle bei T'radescantia zebrina hort 
von allgemeinem Interesse erscheinen laBt und es nahelegte, zunachst 
die chemische Zusammensetzung dieser stets und so massenhaft vor 
kommenden Kristalle zu bestimmen. 


Die mikrochemische Analyse in der Art, wie man sie sonst in de! 
Botanik an Schnitten oder PreBsaften ausfiihrt, st6Bt in diesem Fal! 
auf erhebliche Schwierigkeiten. An dem eingetrockneten und selbst den 
noch fliissigen Safttropfen ist durch den zahen, kompakten Schleim ein 
Vordringen der Reagenzien so erschwert, daB eine Isolierung der Kristal 
notwendig ist. Dieses Isolieren gelingt nur teilweise dadurch, dais man 
kurz vor dem Erharten des Schleimes mit schon vorhandenen Kristalle: 
ihn nach Art bakteriologischer Ausstrichpraparate zu diinnen Schichten 
auszieht, in die Reagenzien und Lésungsmittel etwas leichter eindringe: 
kénnen. Besser bewahrt sich ein kleiner Kunstgriff, der sich vermutlich auc} 
in vielen anderen Fallen anwenden JaBt, wenn aus einer hochviskosen 
schleimigen Lésung ausfallende Kristalle gesammeit und gereinigt werde) 
sollen. Legt man namlich in das frisch hergestellte Praparat einige linger 
und starkere Baumwollfaiden mit mdéglichst rauher Oberflache, so erfolgt 
die Kristallisation ahnlich wie von Kandiszucker an einem Bindfaden vor 
wiegend um die Fasern. Diese kann man dann leicht mit den anhaftende: 
Kristallen abheben und unter mikroskopischer Kontrolle waschen, so da 
man fiir die erforderlichen Reaktionen gleich ausreichend viele Kristall: 
frei von anhaftenden Verunreinigungen im mikroskopischen Gesichtsfeli 
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1ebeneinander hat. An solchen Praparaten kann man folgendes Verhalten 
feststellen: 

In kaltem H,O verandern sich die Kristalle selbst nach mehr- 
stiindiger Einwirkung nicht merklich, auch nicht bei.einmaligem Er- 
wirmen des H,O im Praparat. 


In organischen Lésungsmitteln -—- Alkohol, Glycerin, Ather, 
Benzol, Chloroform, Petrolather — tritt ebenfalls bei mehrstiindiger 


Kinwirkung keine Veranderung ein. 

In Alkalien -—- KOH, NaOH, NH, und zwar auch verdiinnten 
Losungen -— werden die Kristalle rasch gelést. 

In Sauren ist das Verhalten verschieden, und zwar lésen sie sich 
leicht ohne Gasblasenentwicklung in HCl, ebenso in verdiinnter, das ist 
2 bis 5% CH,.COOH, dagegen bleiben sie in konzentrierter CH, 
COOH (Eisessig) erhalten. Beim Wechseln von verdiinnter und 
konzentrierter CH,.COOH kénnen schon weitgehend verkleinerte 
Kristalle in kurzer Zeit wieder auf die friihere GréBe anwachsen. 

In H,S0O, lésen sich die Kristalle sehr rasch, doch erscheint an 
Stelle eines Kristalls, einige Zeit sogar bei Wahrung des Umrisses, eine 
Fille von feinen, langen Kristallnadeln, die CaSO, sind. 

Beachtet man auBer den charakteristischen Léslichkeitsverhalt- 


nissen -— besonders gegeniiber verdiinnter und konzentrierter CH, 
.COOH — noch die typischen Kristallgestalten, die sich namentlich 


heim langsamen (!) Eintrocknen des Schleimsaftes in vollendeter Form 
ausbilden (bei rascher Kristallisation iiberwiegen kleine Zerrformen 
oder Drusen), so weist also alles darauf hin, daf es sich um Caleium- 
tartrat (C,H,O, .Ca +- 4 H,O) handelt. 


Damit stimmt auch die kristallographische Analyse tiberein, von der 
Volisch' sagt: ..Nach Haushofer® gehéren die oft prachtig ausgebildeten 
Kristalle dem rhombischen System an und sind von recht verschiedenet 
Gestalt. Sie sind vorherrschend nach einem Prisma entwickelt, dessen 
spitzer Kantenwinkel 80° 24’ betragt. Die Kristallenden werden meist durch 
ein Doma abgeschlossen. Haufig findet man sechsseitige oder trapez- 
formige Tafelchen, die aus Rauten durch Abstumpfung entstanden sind. 
Wenn sich die Kristalle unregelmaBig ausbilden, erhalten sie eine monokline 
Tracht oder das Aussehen von Rhomboedern. ... Die Ausléschungsrichtung 
der trapezférmigen Kristatle geht parallel zur Halbierungslinie des spitzen 
Winkels von 57° 30’ .** (Mikrochemie, S. 111 und 112.) 


Erginzend seien nun gleich hier einige Beobachtungen iiber di 
Verteilung des Ca-Tartrats in verschiedenen Regionen bzw. Organen 


1 H. Molisch, Mikrochemie der Pflanze, 2. Aufl. Jena, Fischer, 1921. 
Hier auch eine Abbildung der Kristallformen von Ca-Tartrat, die die wichtig- 
sten Modifikationen gibt, wie sie auch in den Praparaten von Tradescantia 
auftreten. 

2 K. Haushofer, Mikrochemische Reaktionen. Braunschweig 1885. 


30 * 
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eines Sprosses von Tradescantia zebrina hort. angefiihrt. Es komm: 
in allen Teilen vor, die tiberhaupt SchleimsaftgefiBe fiihren und is: 
stets auf diese lokalisiert. Andere GefiBe oder Zellen, z. B. die paren 
chymatischen Elemente, die keinen Schleimsaft haben, fand ich fre 
davon, wenigstens soweit ich PreBsafte nach dem Eintrocknen mikro 
skopiert habe. Die regionire Verteilung der Kristalle im Schleimsaft 
eines Sprosses ist deutlich verschieden, was man schon dann erkennt 
wenn man bloB die ungefaihre Zah] und GréBe der Kristalle an trockenen 
Ausstrichpraparaten mit annaihernd gleicher Schleimmenge vergleicht 
In den ganz jungen, noch von den eingerollten Blattern umbhiillten 
Internodien ist die Zahl der ausfallenden Tartratkristalle recht klein 
dagegen dominieren federférmige oder dendritische Kristaliaggregate 
die meist Nitrate sind. Die anschlieBenden, schon ausgewachsenen 
dabei noch ,,saftigen‘‘ Internodien verschiedener Linge, welche von 
den Kulturbedingungen abhangig ist, liefern die meisten, auch stets 
vollendet ausgebildeten Kristalle. In den alteren, schon starker ver 
holzten Trieben ist die Zahl der Kristalle wieder geringer, auBerdem 
wohl durch andere Kristallisationsbedingungen die Form oft geandert 
da Zerrformen und Drusen besonders hiufig auftreten. Ahnlich ver- 
halten sich die Blatter, deren getrockneter Schleimsaft ebenfalls in 
Abhangigkeit vom Alter (Entwicklungszustand) verschiedene Mengen 
Ca-Tartrat zeigt. Im Saft der Bliitenstiele und Bliitenblitter konnte 
ich nur wenige Kristalle finden. Die Wurzeln wurden nicht nahet 
untersucht, doch sei darauf hingewiesen, daB dazu nur Wasserkulturen 
geeignet waren, die speziell bei Tradescantia zebrina sehr leicht zu 
erreichen sind. Auf eine genauere Topographie des Vorkommens von 
Ca-Tartrat habe ich aber verzichtet, da ich nicht die Verteilung bei eine! 
einzigen Art, sondern die Verbreitung bei verschiedenen Arten_be- 


merkenswerter finde. 
If. 


Da Ausstrichpriparate des Schleimsaftes von 7'radescantia zebrina 
im Unterricht instruktive Beispiele fiir die enorme Zahl typischer und 
groBer Raphiden liefern und gleichzeitig auch die Mannigfaltigkeit 
der Kristallformen verschiedener, im Schleimsaft vorkommender 
Stoffe demonstrieren kénnen, so habe ich seit Jahren solche Priparate 
zu Vorlesungen oder mikroskopischen Ubungen vorbereitet. In der 
Meinung, daB die hier als Ca-Tartrat nachgewiesenen Kristalle bei 
Tradescantia-Arten allgemein vorkommen und fiir sie charakteristisch 
sind, verwendete ich gelegentlich statt Tradescantia zebrina hort. dic 
ebenfalls als Zimmerpflanze viel kultivierte T'r. viridis. Die Raphiden 
waren an Ausstrichpriparaten dieser Art ebenso zu finden, die erwarteten 
Tartratkristalle blieben aber bei Tradescantia viridis aus, auch bei 
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mehrmals wiederholten Versuchen mit verschieden alten Sprossen ver- 
schiedener Herkunft. Das Fehlen der Tartratkristalle konnte jedoch 
keinesfalls durch die eventuell verschiedenen Kulturbedingungen 
verursacht sein, denn die im Gewachshaus dicht nebeneinander stehenden 
Blumentépfe mit Stecklingen von T'radescantia zebrina hort., Tr. viridis 
und T'r. fluminensis hatten gleiche Wachstumsbedingungen. Eine 
Stichprobe zeigte, daB Tradescantia zebrina hort. sich doch wieder so 





verhielt wie es hier einleitend beschrieben wurde. Diese zufillige 
Kristalle 
Gattung und Spezies von Bemerkungen 


Ca-Tartrat 


Tradeseantia viridis ) Stark fliissiger Schleimsaft. Topf- 
pflanzen verschiedener Herkunft ver- 
gleichend gepriift 

discolor 0 Junge Internodien von Stecklingen, 
( Rhoeo dicolor) erwachsene bis 18 em lange Blatter 
von Topfpflanzen. Schleimsaft wenig 
fadenziehend. 
. * virginiana 0 Freilandpflanzen, Schleimsaft nament- 
lich jiingerer Internodien sehr zahe, 
bei &lteren Internodien viel fliissiger 


mn crassifolia 0 Freilandpflanzen, sehr kriiftige Inter- 
nodien mit zihem Schleimsaft 
: iridescens 0 Freilandpflanzen, stark wisseriger und 
kaum fadenziehender Schleimsaft 
Lackensis hort. 0 Topfpflanzen, ziher Schleimsaft. In 


den panachierten Bkittern zeigen 
weife und griine Partien keinen 
Unterschied. 


var. alba variegata 


. Jluminensis 0 Topfpflanzen 
hypophaea 8] . 
hirsuta 0 ‘ 
‘ navicularis 0 2 
. geniculata 0 “ 
sp? var. aureata 0 Topfptlanze, prachtvoll griin und gold- 
gelb gestreift. 
6 zebrina hort. massenhaft Topfpflanzen versechiedenster Her 
kunft. 
purpurea ” Topfpflanzen verschiedener Herkunft 


mit grofen, roten und schén iri- 
sierenden Bliattern. Kristalle noch 
grifber und zahlreicher als be Tr 
zehbrina und sehr regelmibig ausge- 


bildet 
Callisia repens “ Gewichshaus, frei in Erde wuchernd 
und als Topfpflanze 
9 insignis ‘ d Topfpflanze 
Tinantia erecta ” Freiland 
Commelina coelestis 0“ Freiland. 
” pallida “ Topfpflanze. 
e angustifolia a - 
m brachypetala a - 
9 communis 0 - 
” carnea “ ~ 
” nana “7 * 
~ clandestina a 
” iridescens 0 - 
geniculata “ - 


Dichorisandra ovata " 











464 J. Gicklhorn: 


Beobachtung gab den AnstoB, noch andere Tradescantia-Arten un 
auch verwandte Gattungen unter den Commelinaceen zu priifen. —— E 
wurden daher von jenen Arten und Gattungen der Commelinacec, 
die im botanischen Garten der Deutschen Universitat Prag und ji 
Blumenhandlungen der Stadt leicht erreichbar waren, Ausstrich 
priparate des Schleimsaftes von Internodien und Blattern hergestel! 


und auf das Fehlen oder Auftreten der Tartratkristalle geachtet. Das 


Ergebnis zeigt die vorstehende Liste, zu der ich nur bemerken muf 
Die Speziesnamen sind nach den Etiketten wiedergegeben, Nach 
bestimmungen wurden nicht vorgenommen; von den haufiger kulti 
vierten Arten wurden Exemplare von verschiedener Herkunft und 
verschiedenen Standorten untersucht; auch ist das Auftreten von 
anderen Kristallen oder Inhaltsstoffen als Calciumtartrat hier nicht 
beriicksichtigt. 

Das Ergebnis dieser vergleichenden Untersuchung ist also de: 
Nachweis, daB die in der friiher beschriebenen Weise aus dem Schleimsaft 
gewonnenen Kristalle von Calciumtartrat nicht bei allen Arten der Gattuny 
Tradescantia vorkommen, sondern auf nur zwei Arten: Tradescantiu 
zebrina hort. und Tr. purpurea’ beschrankt sind. Bei den verwandten 
Gattungen: Commelina, Tinantia, Callisia und Dichorisandra fehlen 
Tartratkristalle bei jeder gepriiften Spezies. 

Damit ist ein neues Beispiel fiir das artspezifische Auftreten eines 
kristallinen Inhaltsstoffes innerhalb einer Pflanzengattung und auch 
Ordnung aufgezeigt. Gleichzeitig kann damit auf ein bequem wahrend 
des ganzen Jahres erreichbares, verlaBliches Demonstrationsobjekt fiir 
Ca-Tartratkristalle hingewiesen werden, da gerade T'radescantia zebrina 
hort. eine wohl allgemein bekannte, wegen ihrer anspruchslosen Pflege 
viel kultivierte Zimmerpflanze ist, ebenso wie die als Vergleich verwend 
bare Tradescantia viridis. 

AuBerdem kann der hier behandelte Fall zeigen, da vorschnell: 
Verallgemeinerungen der Befunde an einem einzigen Versuchsobjekt 
ohne vergleichende und erweiterte Untersuchungen leicht hinfallig 
werden kénnen. 

Bemerkungen und Diskussionen iiber die bisher bekannten Vor 
kommen von Weinsaiure bzw. Tartraten im Pflanzenreich sind hie 


1 In Prag fehlte diese Spezies noch vor 2 Jahren, wird aber derzeit 
in prachtigen Exemplaren zu Markt gebracht. T'radescantia purpurea ist 
im Habitus der Tr. zebrina ahnlich, doch sind die Blatter etwas breiter, 
purpurfarben und zeigen einen schénen, metallisch irisierenden Glanz 
In deutschen Girtnereien soll diese Art seit langem als Handelspflanz 
gefiihrt und viel kultiviert werden. 
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iiberfliissig. Ich verweise daher auf die Literatur bei Czapek!, Molisch?, 
Tunmann- Rosenthaler?. Ebenso will ich Vergleiche mit anderen Fallen 
des art- oder gattungspezifischen Auftretens anderer Naturstoffe unter- 
lassen, die durch ihr bestimmtes, oft streng lokalisiertes Vorkommen 
diagnostischen Wert in Fragen der Svstematik besitzen oder Bedeutung 
fiir die Genetik (Rassebildung!) und vergleichende Biochemie gewinnen. 


IV. 

Die hier erwahnten Beobachtungen sind auch noch in physikalisch- 
chemischer Hinsicht beachtenswert. Wenn man bedenkt, daB die 
Bildung gerade von Ca-Tartrat eben wegen der geringen Léslichkeit 
seiner Kristalle in H,Q zum Nachweis von Weinsaéure oder gelésten 
Tartraten benutzt wird, dann scheint das so massenhafte Auftreten 
von Ca-Tartrat im trocknenden Schleimsaft von Tradescantia zebrina und 
Tr. purpurea nur durch die Annahme verstandlich, daB in der Pflanz 
unter natiirlichen Bedingungen cine gesattigte bzw. iibersattigte Lésung 
vorhanden ist. Dabei setzt man aber bisher ohne Beweis voraus, 
daB das Ca-Tartrat schon als solches im Schleimsaft gel6st vorkommt, 
was offenbar auch Molisch meint. Es kénnte aber auch sein, da das 
sichtbar werdende Ca-Tartrat erst wihrend des Eintrocknens entsteht 
da Reaktionskomponenten, z. B. geléste Weinsiure, lésliche Oxalate 
und Nitrate einerseits, Ca in anderer Bindung als Tartrat andererseits, 
ebenfalls zunehmend konzentrierter werden und im kolloiden Milieu 
des Schleimsaftes andere Reaktions- und Kristallisationsbedingungen 
herrschen als in homogenen, wdsserigen Lésungen. Eine Entscheidung 
dieser Frage muB ich offen lassen. Ich bemerke nur, daB beim Versetzen 
und gutem Durchmischen des Schleimtropfens mit einer 20°, igen 
Ca-Acetatlésung anscheinend nicht mehr Kristalle entstehen als ohne 
das Reagens, was darauf hindeutet, da gréBere Mengen geléster Wein- 
siure, die durch Ca-Zusatz erfaBt werden kénnten, in vivo offenbar 
nicht vorliegen. Sollte es sich in unserem Falle aber doch um eine ge- 
sittigte bzw. iibersattigte Lésung von Ca-Tartrat handeln, dann miibten 
wohl irgendwelche, die Léslichkeit stark erhéhende Begleitstoffe vor- 
handen sein. Es bleibt also zu entscheiden. ob bestimmte Salze eine Rolle 
spielen oder ob der Schleim selbst (dessen Zusammensetzung derzeit 
unbekannt ist) in diesem Sinne wirkt. etwa als Schutzkolloid. Diese 
letztgenannte Moglichkeit ist nicht von vornherein auszuschlieBen, 
da in analogen Fallen ja bekannt ist, daB besonders die Keimbildung 


a: Czapek, Biochemie der Pflanze, 2. Aufl. Jena, Fischer, 1922. 
2 H. Molisch, Mikrochemie, 2. Aufl., 1921. 


3 Tunmann- Rosenthaler, Pflanzenmikrochemie, 2. Aufl. Berlin, Born- 


traeger, 1930. 
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fiir die Kristallisation von Reaktionsprodukten oder die Kristallisatio 
gesittigter bzw. iibersattigter Lésungen stark beeinfluBt ist, wei 


Schutzkolloide anwesend sind. 

Es erscheint mir doch recht auffallig, daB man auch bei Zusat: 
von sehr viel Wasser zu einmal gebildeten, isolierten Ca-Tartratkristalle: 
selbst bei tagelanger Einwirkung und wiederholtem Riihren auch nicht 
annihernd jene Menge und GréBe der Kristalle beim Verdampfen de: 
Lésung gewinnen kann, die schon ein im Volumen viele hundertma! 
kleinerer Tropfen des Schleimsaftes in wenigen Minuten liefert. 

Ich will mit dieser Notiz aber nicht weiter derzeit unbewiesen 
Moglichkeiten diskutieren, deren Entscheidung vielleicht einen Bio 
chemiker interessieren kénnte, sondern zusammenfassend nur noch 
darauf hinweisen: 

1. DaB im trockenen Schleimsaft von Tradescantia zebrina hort 
massenhaft Kristalle von Ca-Tartrat auftreten, die im frischen Schleim 
saft nicht vorhanden sind. _ 

2. DaB dieses Vorkommen artspezifisch ist und bisher nur fiir 
Tradescantia zebrina hort. und Tr. purpurea unter 14 gepriiften Arten 
festgestellt wurde. 

3. DaB im trockenen Schleimsaft von Commelina, Tinantia, 
Callisia und Dichorisandra, das sind verwandte Gattungen, Ca-Tartrat- 
kristalle fehlen. 

4. DaB ausschlieBlich der Schleimsaft aus den SchleimsaftgefiBen 
die Kristalle fiihrt, nicht aber der Zellsaft (PreBsaft) von Mark-, 
Rinden- und Epidermiszellen. 

5. DaB noch unentschieden ist, ob Ca-Tartrat im Schleimsaft 
schon vorgebildet als iibersattigte Lésung besteht oder erst beim Ein- 
trocknen eines Schleimsafttropfens entsteht;: im ersten Falle miiBten 
irgendwelche, die Léslichkeit des sonst schwer léslichen Ca-Tartrats 
stark erhéhende Stoffe eine Rolle spielen, die noch ebenso zu bestimmen 
sind wie die in Betracht kommenden Reaktionskomponenten, falls 
das Ca-Tartrat wihrend des Eintrocknens von Schleimsaft gebildet wird. 
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Uber die Feulgensche Nuclealreaktion bei Pflanzen. 


Von 
Friedrich Boas und Oskar Biechele. 


(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule in Miinchen.) 
(Eingegangen am 2. September 1932.) 

Die von Feulgen angegebene Nuclealfarbung beansprucht hohes 
biochemisches Interesse. Sie beruht auf der Anwendung der Schi/fschen 
Aldehydreaktion. Bei einer teilweisen AufschlieBung der Kernsubstanz 
mit Salzsiure sollen nach Feulgen Aldehyde freigelegt werden, so dab 
die Schiffsche Reaktion eintreten kann. Die Nuclealfarbung setzt 
weiter das Vorhandensein von Thymonucleinsdure in Pflanzenkernen 
voraus. Auf Grund seiner Versuche nimmt Feulgen das Vorkommen 
thymonucleinahnlicher Kérper bzw. von Thymonucleinsaéure auch bei 
Pflanzenkernen an. Bisher ist jedoch Thymonucleinsaéure bei Pflanzen 
nicht mit Sicherheit nachgewiesen, wenn wir von der Nuclealreaktion 
absehen, Steudel und Peisser lehnen Feulgens Auffassung ab, sie suchen 
das Auftreten der Nuclealfarbung auf Furfurol zuriickzufiihren. Trotz 
dieser noch etwas strittigen Sachlage stellt die Nuclealfdrbung cine 
biochemisch, physiologisch-chemisch und systematisch-phyletisch wichtige Re- 
aktion dar, die unbedingt an einer gréBeren Pflanzenreihe gepriift werden 
muB. Um so auffallender ist es, daB die Feulgen sche Nuclealreaktion noch 
kaum zielbewuBt bei Pflanzen gepriift wurde. Bei Bakterien versuchte 
Rippel gemeinsam mit Pietschmann mit Hilfe der Nuclealreaktion 
die strittige ,,Kernfrage“ zu lésen. Von anderen Stémmen des Pflanzen- 
reiches liegen bisher keine nennenswerten Untersuchungen vor. In 


der folgenden umfangreichen Arten- und Familienliste bringen wir eine 
Ubersicht iiber den verschiedenen Ausfall und iiber die Brauchbarkeit 
der Nuclealreaktion bei Bliitenpflanzen. Vorher soll aber noch kurz 
auf die von uns angewendete Arbeitsweise eingegangen werden, da sie 
in mancher Hinsicht von der Arbeitsweise Feulgens abweicht. 
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In der Hauptsache wurden Teile der Oberhaut von Blattern untersuch 
Zu diesem Zwecke wurden Epidermisstiickchen 2 bis 3 Minuten in n Salz 
siure bei 60°C der Hydrolyse unterworfen. Nach kurzem Abspiilen mut 
Leitungswasser kamen die Gewebsteile in eine L6sung von fuchsinschweflige 
Sdure. Nach 3 Stunden wurden sie dreimal je 1 bis 1'/, Minuten in SO, 
haltigem Wasser gewaschen, um anhaftendes Fuchsin zu entfernen und 
um fehlerhatte Nachfarbungen zu vermeiden. SchlieBlich wurden di 
Zellen nochmals mit Leitungswasser abgespiilt. 

Feulgen gibt an, daB sowohl fiir den tierischen wie fiir den pflanzliche: 
Kern eine Hydrolysedauer von 4 Minuten bei 60°C in n Salzséure ei 
Optimum darstelle. Dieser Anschauung kénnen wir uns nicht anschlieBen 
In zahlreichen Versuchen wurde pflanzliches Gewebe verschieden lang 
namlich mindestens 10 Sekunden bis zu 4 Minuten, in Salzsaure wechselnde: 
Dichte hydrolysiert. _Normalsalzsiure wirkt bei 60°C zu heftig auf dir 
Kerne ein. Im allgemeinen wurde nur 2 bis 3 Minuten aufgeschlossen 
Diese kiirzere Hydrolysedauer bewahrte sich z. B. auch bei Aspidistra, wo 
vergleichend panachierte und griine Blattstellen nach der Feulgen-Method 
behandelt wurden. Bei einer Hydrolysedauer von 4 Minuten (60° C, in HC] 
war das Gewebe stark beschadigt, die Nuclealreaktion in der Epidermis 
des griinen lattabschnittes blieb aus. Bei einer Hydrolysedauer von 
nur 2 bis 3 Minuten trat eine gleichmaBige Nuclealreaktion ein. Infolge 
dessen wurde bei den zahlreichen Versuchen tiber die Brauchbarkeit de: 
Nuclealreaktion die Hydrolysezeit auf 2 bis 3 Minuten beschrankt, soweit 
nicht aus bestimmten Griinden kiirzere oder langere Zeiten angewendet 
werden sollten. 

Die Intensitat der Nuclealfarbung ist nach Feulgen in weiten 
Grenzen unabhangig von der Konzentration der fuchsinschwefligen 
Saure. 

Die verwendeten Reagenzien wurden in der von Feulgen angegebenen 
Weise hergestellt: 





Fuchsinschweflige Sture S Oo-Wasser 


ee 10¢g H,O. . peak iid 200,0 cem 
ee oF 200,0 cem 10% NaHSO, ... 10,0 cem 
a ae 20,0 eem SME os eka = 8 10,0 cem 
NaHSO,.... : 1Og 


n HCl. 83 cem konz. HCl von der Dichte 1,19 wurden auf 1000 cen 
erganzt. 

Bereits bei den ersten Versuchen ergaben sich erhebliche Unter- 
schiede im Verhalten der einzelnen Pflanzen. 


So trat bei Aspidistra die Farbung sehr schén zutage, wahrend 
bei Begonia Rex und Sedum maximum es unméglich war, irgendein 
deutliche Farbung zu beobachten. In beiden Fallen wurde die Blatt- 
epidermis ausgewachsener Pflanzen verwendet. Stets farbten sich di 
Kerne von Aspidistra, wihrend die von Begonia Rex und Sedum maximun 
ungefirbt blieben. DaB hierbei die Zellkerne wirklich noch vorhanden 
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waren, also nicht durch Hydrolyse bzw. durch fuchsinschweflige Saure 
zerstort wurden, zeigten Nachfarbungen mit Hamatoxylin. 


Dieses auffallende Verhalten von Begonia Rex gab Veranlassung, 
weitere Begoniaarten in dieser Richtung zu untersuchen unter be- 
sonderer Beriicksichtigung auch von embryonalem und __nicht- 
embryonalem Gewebe. So wurde die Reaktion bei simtlichen Geweben 
von Begonia semperflorens angewendet. Auch hier erfolgte nie eine 
Farbung. Die von W. Berg erwahnte Ansicht, daB die Nuclealfairbung 
nur bei embryonalen Pflanzengeweben auftritt, diirfte daher nicht 
zutreffen. 


Diese wechselnden Ergebnisse veranlaBten uns, junge und alte 
Blatter, ruhendes und wachsendes Gewebe zu untersuchen. Luftwurzeln, 
Speichergewebe, Zellen, die mit Réntgenstrahlen behandelt waren, 
wurden ebenfalls gepriift, auch zahlreiche Kryptogamen. Von weiterem 
Interesse ist die Tatsache, dab die Feulgensche Nuclealreaktion cine 
sehr gute Schnellfarbung der Chromosomen erméglicht. Ausgezeichnete 
Bilder lieferte die Wurzelspitze vom Mais. 


Auch der Versuch, zu priifen, ob durch so stark auf die Zellkerne ein 
wirkende Stoffe, wie Gallensalz, Ammoncarbonat usw.. die Nuclealfarbung 
zu beeinflussen ist, wurde unternommen. Hierbei zeigte sich, daf Gallen- 
salz (glycocholsaures Natrium) nicht in der Lage ist, die Reaktion zu be- 
schleunigen oder zu verhindern, dali jedoch durch 1° 
das Eintreten der Farbung verhindert wird. Ammoncarbonat wirkt somit 
wie verdiinnte Laugen, durch welche nach Feulgen die Farbung ebenfalls 
aufgehoben wird. da diese die Nucleoproteide des Keernes zur Lésung bringen. 


Jiges Ammoncarbonat 


Durch die Hydrolyse mit warmer Salzsiure werden naturgema die 
Kerne sehr stark veraindert. Nach Berg tritt stets Substanzdefekt und 
Strukturverinderung ein. Wir konnten oft eine sehr starke Vakuolen- 
bildung beobachten, so insbesonders beim Weizenembryo, auch bei der 
Blattepidermis von Ornithogalum umbellatum und vielen anderen Objekten. 


Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber das Kernverhalten der 
untersuchten Pflanzen: 





. : . Art des untersuchten 
Familie Name der Pflanze Gewebes Kernfarbung 


Helleborus niger Blattepidermis gut 
fanunculus ficaria 

fanunculus Januginosus 

\{nemone pulsatilla 

Anemona hepatica 

Caltha palustris 


tanunculaceae 


Alismataceae Sagittaria platyphylla 

Butomaceae Limnocharis fluitans 

Hydrocharitaceae Valisneria spiralis i 
Elodea canadensis . nicht (bzw 


zweitelhaft 
Hydrocharis Morsus ranae rm dassel be 
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Aponogetonaceae 
Liliaceae 


Iridaceae 
Amaryllidaceae 


Bromeliaceae 
Leguminosae 


Nepenthaceae 
Crassulaceae 


Saxifragaceae 
Oenontheraceae 
Punicaceae 
Myrtaceae 


Umbelliferae 
Cornaceae 


Araliaceae 


Magnol iaceae 
Resedaceae 
Cactaceae 


Hiypericaceae 
Theaceae 


Cistaceae 


Name der Pflanze 


Aponogeton distachyus 
Ornithogalum umbellatum 
Ornithogalum umbellatum 
Urginea maritima 

tuscus aculeatus 
Aspidistra 

Tulipa 

Scilla sibirica 

Scilla sibirica 

Allium sativum 

\Jlium sativum 

Allium Cepa 

Allium Cepea 

Allium Porrum 

Allium Porrum 

Allium Porrum 

Paris quadrifolia 

H yacinthe (hybridus hort.) 
Hyacinthe (hybridus hort.) 
Asparagus Sprengeri 

Iris germanica 

Fourcroya gigantea 
Agave americana 
Amaryllis belladonna 
Clivia nobilis 

Clivia nobilis 

Bilbergia Morelii 
Phaseolus multiflorus 


Vicia Faba 

Vicia polyphyllus 
Lupinus (perennierend) 
Nepenthes Reinwardciana 
Sedum maximum 
Bryophyllum calycinum 
Jergenia media 

Fuchsia macrostemma 
Punica granatum 
Eucalyptus globulus 
Myrtus communis 
Hydrocotyle umbellata 
Angelica silvestr's 
Cornus capitata 

Fatsia japonica 
Paratropia Stelzneriana 
Hedera helix 

Magnolia pumila 
Reseda lutea 

Opuntia tuberosa 
Echinocactus denudatus 
Hypericum calycinum 
Thea chinensis 
Camellia japonica 
Cistus villosus 


Helianthemum umbellatum 


Art des untersuchten 
Gewebes 


Blattepidermis 


Wurzel u. Zwiebel 
Blattepidermis 


Wurzel u. Zwiebel 
Blattepidermis 


Wurzel u. Zwiebel 


Blattepidermis 


Wurzel u. Zwiebel 
Phyllodien 
Blattepidermis 


Wurzel, Velamen 
Blattepidermis 
Kotyledonen und 
Wurzel 


Blattepidermis 


Kernfarbun, 


nicht 








ifarbun;y 


rut 


cht 
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Familie 


( ‘apparidaceae 
Papaveraceae 
Fumariaceae 
Cruciferae 


Violaceae 


Bromeliaceae 
Juncaceae 
Gramineae 


Cyperaceae 


Cannaceae 
Zingiberaceae 
Commelinaceae 


Orchi laceae 


Musaceae 
Typhaceae 
Araceae 


Lemnaceae 
Palmae 
Berberidaceae 
Rosaceae 


Leguminosae 


Begoniaceae 


Oleaceae 
Gentianaceae 


Name der Pflanze 


Capparis cynophallophora 


Papaver orientale 
Corydalis Wilsoni 
\rabis alpina 
Isatis tinetoria 
Cheiranthus Cheiri 
Sinapis alba 


Viola odorata 

Viola tricolor 
Hymenanthera Banksi 
Vriesea spec. 

Juncus effusus 
Triticum sativum 
Triticum sativum 
Triticum repens 

Zea Mays 

Zea Mays. 

Secale cereale 
Anthoxantum odoratum 
Cyperus papyrus 
Carex actiformis 


Eriophorum polystachium 


Canna flaccida 
Zingiber officinalis 
Tradescantia zebrina 
Tradescantia geniculata 


Cypripedium Harrisanium 


Dendrobium pulchellum 
Stanhopea spec. 
Vanda tricolor 

Musa Cavendishii 
Typha minima 
Philodendron fenestrata 
Philodendron 

Calla japonica 
Spathicarpa sagittifolia 
Lemna minor 
Chamaerops humilis 
Mahonia aquifolium 
Fragaria vesca 
Eriobotrya japonica 
Rosa centifolia 
Onobrychis sativa 
Coronilla glauca 
Cassia fistula 

Mimosa hirsuta 

Acacia cyanophylla 
Begonia Rex 

Begonia semperflorens 
Begonia metallica 

Olea europaea 
Exacum affine 
Gentiana acaulis 


\rt des untersuchten 
Gewebes 


Blattepidermis nicht 
gut 
nicht 


Kot yledonen 
griin u. etiol.) 


Blattepidermis schwach 
cut 
nicht 
gut 
nicht 
- gut 
Kmbryo 
Blattepidermis 
Wurzel 
Blattepidermis 
nicht 
gut 
nicht 
gut 


Luftwurzel 
Blattepidermis 


zweifelhaft 
gut 
nicht 


simtliche Gewebe 
Blattepidermis 


Nernfarbung 
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Familie 


Apoc ynaceae 


Asclepidaceae 
Convolvulaceae 
Globulariaceae 

\canthaceae 


Plantaginaceae 
Verbenaceae 


Labiatae 


Boraginaceae 
Scrophulariaceae 
Gesnerianaceae 
Solanaceae 


Orobanchaceae 
Polemoniaceae 
Dipsacaceae 
Valerianaceae 


Caprifoliaceae 
Rubiaceae 


Ebenaceae 
Styraceae 
Sapr itaceae 
Cucurbitaceae 
Lobeliaceae 
Compositae 


Malvaceae 


Tiliaceae 
Sterculiaceae 
Euphorbiaceae 


Buxaceae 


Callitrichaceae 
Oxalidaceae 
Tropaeolaceae 
Geraniaceae 


Erythoxylaceae 
Rutaceae 


Art des untersuchten  ,, 
Name der Pflanze Gewebes Kernfiirbung 


Nerium Oleander Blattepidermis nicht 

Vinea minor 99 

Asclepias curassavica 

Jpomoea Horsfalliae 

Globularia trichosantha 

Goldfussia spec. 

Jakobinia pauciflora 

Plantago lanceolata is 

Citharexylum quadran- ve gut 
gulare 

Salvia splendens os nicht 

Coleus caninus 

Lavandula vera 

Echium fastuosum 

Veronica hederifolia 7 

Aeschynanthus Lobbiana os gut 

Cestrum elegans 

Nicotiana tabacum ma 

Orobanche minor Stengel ” 

Cantua buxifolia Blattepidermis nicht 

Dipsacus silvester ¥s gut 

Valerianella olitoria 

Valeriana officinalis 

Sambucus nigra re ¥ 

Coffea arabica ’ nicht 

Galium mollugo - i 

Royena spec. gut 

Styrax officinalis ss nicht 

Chrysophyllum Cainito 

Gurania Makrojana 

Centropogon surinamensis ne 

Aster rotundifolius a gut 

Petasites niveus 

Eupatorium miranthum 

Taraxacum officinale 

Bellis perennis 

Lactuca scariola 

Helianthus annuus 

Abutilon striatum 

Gossypium caravonica 

Sparmannia africana 

Theobroma Cacao 

Euphorbia pulcherrima 

Phyllanthus longifolius 

Euphorbia splendens 

Buxus ballaria 

Callitriche autumnalis 

Callitriche verna = 

Oxalis rubella - 

Tropaeolum nanum Kotyledonen 

Geranium tuberosum Blatvepidermis 

Pelargonium zonale ‘ 

Erythroxylon coca 

Citrus limonum 
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Familie 


Zygophyllaceae 
| salsaminaceae 
Aceraceae 
Hippocastanaceae 
Polygalaceae 
Celastraceae 
Sapindaceae 

\ quifoliaceae 
Rhamnaceae 
Vitaceae 
Primulaceae 


ricaceae 
Caryophyllaceae 


Chenopodiaceae 
\maranthaceae 


Polygonaceae 
Santalaceae 
Loranthaceae 
Piperaceae 
Salicaceae 
Juglandaceae 
Canna binaceae 


Urticaceae 
Moraceae 
Ulmaceae 
Betulaceae 


Fagales 


Nymphaceae 
Lauraceae 
Aristolochiaceae 
Myristicaceae 
Ginkgoaceae 
Cycadaceae 
(inetaceae 


Taxaceae 
Araucariaceae 


Pinaceae 


Cupressaceae 


Name der Pflanze 


Guajacum sanctum 

Balsamine semperflorens 

Acer campestre 

Aesculus Hippocastanum 

Polygala myrtiflora 

Catha edulis 

Dodonaea attenuata 

Ilex spec. 

Zizyphus Jujuba 

Vitis Voineriana 

Primula sinensis, 

Primula obconica 

Cyclamen persicum 

Erica canaliculata 

Cerastium Bibersteinii 

Dianthus barbatus 

Spinacia oleracea 

Telanthera philoxeroides 

Aerua sanguinolenta 

Miihlenbeckia adpressa 

Osyris alba 

Viscum album 

Piper nigrum 

Salix viminalis 

Juglans cinera 

Humulus lupulus 

Humulus lupulus 9 

Boehmeria nivea 

Ficus religiosa 

Ulmus laevis 

Betula alba 

Quercus Ilex 

Fagus orientalis 

Nymphaea Zansibariensis 

Persea gratissima 

Aristolochia gigas 

Myristica fragrans 

Ginkgo biloba 

Cycas revoluta 

Gnetum gnemon 

Welwitschia mirabilis 

Ephedra fragilis 

Podocarpus elatus 

Phyllocladus trichomano- 
ides 

Araucaria excelsa 

Pinus montanus 

Pinus silvestris 

Pinus austriaca 

Abies alba 

Picea excelsa 

Thujopsis dolabrata 

Thuja occidentalis 

Juniperus communis 


Art des untersuchten ; 
Gewebes Kernfirbung 


Blattepidermis nicht 


gut 
nicht 


gut 


nicht 


gut 


nicht 


gut 
nicht 





| 
i 
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Die Kerne mancher untersuchten Pflanzen, z. B. Elodea canadensis, 
zeigten nur einen ganz schwachen rétlichen Schimmer, der jedoch in keiner 
Weise blaustichig war, wie es der positive Ausfall der Feulgenschen Reaktio. 
vorschreibt. Es wurde daher in diesen Fallen der Ausfall der Reaktion als 
negativ gewertet. 

Aus unseren Versuchen an mehr als 250 Pflanzen ergab sich, 
da trotz einer schon weitgehenden Differenzierung der Hydrolyse 
die Nuclealreaktion nicht an allen untersuchten Bliitenpflanzen auftritt. 
Ausgezeichnete Farbungen zeigte die Epidermis der Liliifloren, ebenso 
der Ranunculaceen. Bei den Gymnospermen lieferte Welwitschia, 
Gnetum, Ephedra, Cycas und Gingko gute Resultate, die Coniferen 
blieben negativ, nur Araucaria gab wieder gute Fairbungen. Im selben 
Verwandtschaftskreis kann die Reaktion verschieden ausfallen, positiv 
ist sie bei Ranunculaceen, negativ bei Berberidaceen und Magnoliaceen. 
Bei Violaceen erhilt man je nach der Gattung cbenfalls wechselnde 
Ergebnisse bzw. Farbungsunterschiede. 


Ergebnisse der Versuche mit der Feulgenschen Nuclealreaktion. 

1. Die Feulgensche Nuclealreaktion stellt bei vielen Pflanzen 
eine sehr geeignete Kernfarbungsmethode dar und kann hier auch 
zur Schnellfarbung der Chromosomen verwendet werden. 

2. Die von Feulgen postulierte Annahme, die Thymonucleinsaure 
sei fiir den pflanzlichen Zellkern spezifisch, ist vorerst zweifelhaft. 
Gleichwohl eignet sich die Feulgensche Reaktion zur Ditferenzierung 
der Zellkerne. Worauf diese Fairbungsdifferenzierungen in den pflanz 
lichen Kernen beruhen, steht heute noch nicht fest. 

3. Die von Berg vertretene Ansicht, daB nur embryonale Pflanze: 
gewebe die Nuclealfarbung ergeben, nicht embryonale Gewebe jedoc 
die Reaktion negativ ausfallen lassen, ist nicht richtig. 

4. Das Auftreten der Feuwlgenschen Nuclealfarbung kann vielleicht 
systematisch verwertet werden. 

5. Das Eintreten bzw. in anderen Fallen das Nichteintreten der 
Feulgenschen Nuclealfarbung deutet vielleicht auf einen verschiedenen 
chemischen Aufbau oder auf sekundare Verschiedenheiten der Zellkerne 
der betreffenden Gruppen hin. Auf jeden Fall liegt eine interessante 
biochemische Kernreaktion vor. 

Vielleicht 1aBt sich durch eine noch starkere Differenzierung der 
Hydrolysedauer schlieBlich auch in den Fallen eine Kernfarbung er- 
zielen, in denen das bis jetzt nicht méglich war. 


Die Literatur kann in dieser Zusammenfassung iibergangen werden. 
sie wird in der demniachst erscheinenden Dissertation von O. Biechele aus- 
fiihrlich aufgefiihrt. 
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Mineralstoffalkalitit und Jodgehalt yon Kropfgewebe. 


Von 
Max Saegesser. 
(Aus der chirurgischen Klinik der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 3. September 1932.) 


AnlaBlich von Untersuchungen tiber den Jodgehalt von Kropfen 
schien es uns von Interesse, gleichzeitig auch die Mineralstoffalkalitat 
vom Kropfgewebe zu bestimmen. Es war zu erwarten, dal} das Jod- 
bindungsvermégen der Schilddriise bis zu einem gewissen Grade in 
Abhangigkeit stehe von dem Gehalt an anorganischen Stoffen. Es 
konnte sich fiir uns natirlich nicht darum handeln, eine vollstandige 
quantitative Bestimmung samtlicher in der Schilddriisensubstanz 
‘orkommenden anorganischen Bestandteile durchzufiihren. Wichtiger 
-thien uns die Aschenalkalitaét und die Verhaltniszahl Phosphor Calcium. 
etztere beiden Elemente stehen, soweit aus den bisher vorliegenden 

ntersuchungen zu ersehen ist, in inniger Verbindung mit dem Jod- 
stoffwechsel. 

Die Bestimmung der Aschenalkalitat wurde nach v. Fellenberg? 
vorgenommen, wobei nach v. Fellenberg die Asche zu definieren ist als 
die Summe der anorganischen sauren und basischen Bestandteile 
einer Substanz, ausschlieBlich Salpetersiure und Ammoniak Die 
Sauren und die Basen sind normal aneinander gebunden, und der Cber- 
schuB der Basen ist als Carbonat und Oxyd vorhanden. 

Die Bestimmung der Alkalitat zerfallt in zwei Teile: 

1. die Gewinnung einer méglichst einwandfreien Asche, 
2. die Titration, die eigentliche Alkalitaétsbestimmung. 

Die Veraschungen werden zur Vermeidung der Aufnahme von Schwefel 
aus dem Leuchtgas und von Gliihverlusten auf einer durchlochten Asbest- 
platte mit BandverschluB mit Hilfe eines Pilzbrenners vorgenommen. 


1 », Fellenberg, Mitt. a. d. Geb. d. Lebensmittelunters. u. Hyg. 4, 
Sl, 1916. 
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Uberwiegen die sauren Bestandteile die basischen oder sind sie ihnen nahezu 
gleich, so werden die Veraschungen unter Zusatz bestimmter Mengen 
Natronlauge ausgefiihrt. Dadurch werden Saureverluste, sowie Bildung 
von Meta- und Pyrophosphaten vermieden. Die Titration wird so vor- 
genommen, daB drei Alkalitatswerte bestimmt werden durch Riicktitration 
der mit Salzsiure erhitzten Asche unter Zusatz von Methylorange, von 
Phenolphthalein und von Chlorcalcium in Gegenwart des letzteren Indikators. 
Mit Hilfe dieser Werte lassen sich annihernd Kohlenséure plus Oxydsauer- 
stoff, Phosphorséure und Calcium berechnen. 

Das frisch entnommene Kropfgewebe wurde nach Zerkleinerung und 
Entfernung der Kalkkonkremente im Brutschrank bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und im Mo6rser bis zur pulverférmigen Konsistenz 
verrieben. 


Jodbestimmung nach v. Fellenberg'. 


Tabelle I. 


Jodgehalt der untersuchten Krépfe. 





Alkoholunlislich Alkohollislieh 








. —a . Histologischer Gesamt- 
Fall Klinisches Bild en me 
Botend jod Menge 0/9 Menge O/ 
| str. nod. coll. 195 y 59y 30 135y | 70 
2 EKuthyreote Str. str. diff. par. 3,87mg 3,05mg 78,7 824y 213 
3 | str. diff. coll. 288mg 1,86mg 64,6 1,02mg 35,4 
4 str. nod. par. 85 y BNy §= 363 557 | 63,7 
5 str. nod. par. 300 y | 200y | 66,6) 100y | 33,3 
6 , . . 8s . od. Ct " 
‘ Kretinen-Str. ty. nod. ool 1807 1207 634) 60y 366 
et parenchym. 
7 str. nod. coll. . . ce a : 
t - a. on L115 y 65y | 56,4 50y 43,6 
microfoll. : 
Genuiner Bas. 
8 | a) ohne Jod- { str. basedowiana 112 y 677 | 60 45y 40 
9 | vorbehandlung | str. basedowiana 180» 155y |91,1 2y 89 
10 |) b) Jod- { str. basedowiana 800 y 700 y | 88 100y 12 
11 | vorbehandlung | © str. diff. coll. 2,00mg 147mg 74 5257 26 
12 str. nod. par. 865y 7657 | 90,8 80 y 9,2 
13 | str. nod. par. i 
a 132 y 95y | 71.6 387 y «28,4 
Jod-Basedow et coll. et diff. c. 5 ‘ . 
14 | str. diff. coll. 550 y B12) | 93,2 38 6.8 
basedowificata 


1 v. Fellenberg, Mitt. a. d. Geb. d. Lebensmittelunters. u. Hyg. 11, H. 4, 
1930; Saegesser, Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 48, H. 1, 1932. 
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Mineralstoffalkalitat und Jodgehalt von Kropfgewebe. 


Tabelle Il. 
Aschengehalt und Alkalitat. 








Alkalitit em Alkalitat cm 
Fall Gesamtasche n-Saure Fall Gesamtasche n-Saui ¢ 
2%, auf 100 g Substanz auf 100 g Substanz 
1 4.77 12,2 8 6,02 37.5 
2 6.19 33,1 y 5.88 31.7 
3 4.68 — 22.9 10 5.66 — 29,2 
4 5,93 27,3 cx a, _ 
5 5,47 — 16,1 12 5.50 11,2 
6 4,36 — 24 13 5,42 12.4 
7 9,09 + 44.5 14 5,24 26.7 


Der Prozentsatz der Gesamtasche ist mit Ausnahme von Fall 7 auf- 
fallend konstant, die beiden Grenzwerte 4,36 bzw. 6,19. Fall 7 zeigt einen 
leicht erhéhten Wert, der auf die unvollstandige Entfernung der Kalk 
konkremente zuriickzufiihren ist. 

Die Alkalitaten weisen mit Ausnahme von Fall 7 alle negative Werte 
aut, die in der GréBenordnung nicht stark differieren und jedenfalls keine 
Abhangigkeit von der Kropfform erkennen lassen. Eine sehr geringe negative 
Alkalitat zeigt Fall 6, wahrend Fall 7 mit einer <tark positiven Alkalitat 
aus der Reihe der iibrigen Werte fallt. 


Tabelle Ill. 


Gehaltsberechnungen. 








Fell em? n-Sdure auf 100 g Substanz Gewichtsteile g-° 
Ya as 
PO, Ca P20 Cal’ 
1 49.8 28,2 1,18 0.79 
2 66.8 28,2 1,58 0,79 
3 55,8 9,0 1,32 0,25 
4 62.1 27.3 1.47 0,64 
5 47,3 12,6 1,12 0.35 
6 38.0 7s O.88 (),22 
7 16,8 116, 0,40 3,27 
8 71,4 26,7 1.69 0.75 
9 63,5 39.9 1,59 1,12 
10 62,4 15,0 1,48 0.42 
11 54.5 8.4 1,29 0,24 
12 43.4 6,3 1,03 O17 
13 43.5 13,5 1,03 0.58 
14 61,2 24.6 1,45 0,69 


Die Berechnung der Gewichtsteile erfolgte nach folgendem Ansatz: 


leem n PO,: 0.03168 g PO,: 0.02368 g P,O;, 
1 , n Ca :0,02000g Ca :0,028 g CaO. 


31* 
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Wie aus Tabelle ILI ersichtlich ist. besteht keine Gesetzmabigkeit 
im Gehalt an Phosphor und Calcium. Die Werte variieren ganz unabhangig 
von der Strumaform und lassen auch in threm gegenseitigen Verhaltnis 
keine Regel erkennen. Irgendwelcher Zusammenhang des Jodbindungs- 
vermégens der Schilddriise und ihrer Mineralstoffalkalitat und des Calcium- 
Phosphorgehaltes scheint demnach nicht zu bestehen. 


Zusammenfassung. 

1. Gleichzeitige Bestimmung der alkoholléslichen und _ alkohol- 
unléslichen Jodfraktion im Kropfgewebe und der Mineralstoffalkalitat, 
des Calcium- und des Phosphorgehaltes. Methoden nach v. Fellenberg. 

2. Ein Zusammenhang des Jodbindungsvermégens mit den drei 
Werten laiBt sich nicht feststellen. 
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Zur Kenntnis der Urease. 


IV. Mitteilung: 


Uber die Wirkung des Natriumwolframats auf die Urease. 


Von 
A. Ruehelmann. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Medizinischen Sta&atsinstituts 
in Odessa. ) 


(Eingegangen am 6. September 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In unserer ersten Mitteilung! haben wir auf eine gewisse Gesetz- 
maBigkeit in dem EinfluB der Ureasekonzentration auf die Kinetik 
der Harnstoffzersetzung hingewiesen. Die Zunahme der Ferment- 
konzentration beeinfluBt weniger den Aktivitétsexponenten (U's), 
erhéht aber stets in gréBerem oder geringerem MaBe die Reaktions- 
geschwindigkeit. Beim Studium der Wirkung verschiedener Aktivatoren 
und Paralysatoren auf die Kinetik der Urease-Harnstoffreaktion 
variierten wir die Konzentrationen aller Ingredienzien mit Ausnahme 
der Urease. In dieser Mitteilung behandeln wir die Kinetik der Urease- 
Harnstoffreaktion, indem wir als ,,dritte Substanz*’ (Aktivator bzw. 
Paralysator) Na,WO,.2H,O in verschiedenen Konzentrationen ein 
fiihren und .zwar bei Konstanz der sonstigen Ingredienzien (Puffer, 
und Harnstoff); dabei werden die Konzentrationen der Urease variiert. 
Nachdem wir die Wirkung des Kations Na’ bei anderen Bedingungen 
in Verbindung mit den Anionen Cl und F untersucht hatten, beschlossen 
wir, eines der untersuchten Kationen wieder einzufiihren, und zwar 
in Verbindung mit einem anderen Anion, namlich mit W O,, dem Radikal 


1 Siehe erste Mitteilung, diese Zeitschr. 247, 89, 1932. 











480 


A. Ruchelmann: 


einer schwachen Saure; es sollte also das Salz einer starken Base und 
einer schwachen Saure in die Reaktion eingefiihrt werden, eine zur 


Hydrolyse geeignete Substanz. 


Nach der Analyse der experimentellen Ergebnisse werden wir die 
Moglichkeit haben, die Wirkung ein und desselben Kations bei ver- 
schiedenen Anionen und verschiedenen Puffern und Fermentkonzentra- 
tionen zu vergleichen und daraus entsprechende SchluBfolgerungen 


ziehen. 


Tabelle I. 


Puffer 


20 cem. 














Wirkung des Na,WO, auf die Urease. PH ft 

Nr. Uf.105 9 -K.104 =, 108 H Hy sin le 

mg mg eem 

1 21 4,76 10,17 0 0 0 0 20 

2 20 4,63 10,06 107 — 457 62(1) 11,5 20 

3 19 4.46 9,67 — 6,52 9,14 186 (3) 34,5 20 

4 15 3,48 7,89 — 23,17 27,42. 248 (4) 46,0 20 

5 16 3,61 8,17 | —2),44 —22,85 310 (5) 57,5 20 

6 23 517 11,08 + 7,88 + 914 372 (6) 69,0 20 

7 22 5,06 10,86 + 5,74 + 4,57 434 (7) 80,5 20 

5 26,5 3,21 7,19 0 0 0 0 10 

9 16 1,90 4,25 — 40,89 - 39,62 62 (1) 11,5 10 

10 14 1,63 3,66 — 4920 —47,17 124 (2) 23,0 10 

11 14 1,62 3,70 49.54 —4717 186 (3) 34,5 10 

12 12 1,42 3,19 — 55,63 —54,70 248 (4) 46,0 10 

13 11 1,32 2,99 — 5840 —5849 310 (5) 57,5 10 

14 10 1,22 2,79 — 61,09 | — 62,30 372 (6) 69.0 10 

15 10 1,16 2,69 — 62,58 — 62,30 434 (7) 89,5 10 

16 9,8 1,14 2,65 — 64,40 —63,00 496 (8) 92,0 10 
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Abb. 1. 
Wirkung des Na,W0O, auf die 
Urease (20 cem der Urease). 











Abb. 2. 





Wirkung des Na, WO, auf die 
Urease (10 ccm der Urease). 
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Zu den Versuchen mit Na,WO,. 2 H,O wurden 5 bis 40 cem der n/10 
Lésung dieses Salzes verwendct (Na* von 11,5 bis 92 mg; WO, von 62 bis 
496 mg), bei 20 ccm Phosphatpuffer (px 7,1) und 10 cem einer 1” igen 
Harnstofflésung. Nach diesem Schema wurden zwei Untersuchungsserien 
ausgefiihrt, die sich nur durch die Menge der Folinschen Urease unter- 
schieden, 10 und 20cem (Trockensubstanz in 5 ccm 58.1 mg). Die 
Methodik der Untersuchung ist bereits in den vorhergehenden Arbeiten 
mitgeteilt worden. 

Die Ergebnisse dieser zwei Versuchsserien sind in Tabelle I und 
Abb. 1 und 2 wiedergegeben. 


Bei der Analyse dieser Ergebnisse fallen uns die verschiedenen 
Formen der Kurven auf, bedingt durch die Unterschiede der Einwirkung 
der gleichen Konzentration des Natriunwolframats bei sonst gleichen 
Verhaltnissen, aber bei verschiedenen Fermentkonzentrationen. 

Bei 10cem des Ferments beobachten wir im Anfang eine mehr oder 
minder bedeutende Abnahme aller Exponenten, wonach die Konstanten 
nach und nach fallen, allmaéhlich und gleichma®Gig in bezug auf Uf, wie 
auch in bezug auf K. 

Kitwas anders gestaltet sich das Bild bei 20 cem Urease; zunichst 
sehen wir eine geringe Abnahme aller Konstanten bis zur Konzentration 3 
(34,5 mg Na”); von diesem Moment an erfolgt ein jahes Ab:inken aller 
Kurven (bis 4—5) mit darauffolgender allmahlicher Zunahme und Ak- 
tivation aller Exponenten und mit gréSerer Fermentaktivierung als ohne 
Na,WO,.2H,O. Bei dieser zweiten Zunahme erfolgt ein allmahliches Ab- 
sinken der Kurven. 

Auf diese Weise kénnen wir feststellen, daB Natriumwolframat 
bei 10 ccm Urease die erste Reaktionsphase hemmt, indem es sowohl 
Substrat als Ferment bindet, was selbstverstindlich auch die zweite 
Phase beeinfluBt: die langsame Entwicklung von carbaminsaurem 
Ammonium liefert in der Zeiteinheit nicht geniigend Stoff fiir die 
nachfolgende Hydrolyse. Diese Auffassung geht besonders tiberzeugend 
aus den Ergebnissen der Untersuchungen mit 20 cem Urease hervor; der 
Uberschu8 an Ferment iibt seine Wirkung aus und verursacht ein 
Anwachsen von Uf bei Substratbindung, was auch durch Anwachsen 
von A charakterisiert wird. 


Zur Aufklarung der Beziehungen des Systems Ferment-—Substrat 
zu den einzelnen Anionen und Kationen und der Abhingigkeit der 
Reaktion von der Konzentration der Urease und vom Puffergehalt 
des Milieus, wahlten wir eine bestimmte Konzentration des Natriumions 


bei verschiedenen Anionen, verschiedenen Mengen des Phosphatpuffers 
und verschiedenen Konzentrationen der Urease, und vergleichen den 
Reaktionsverlauf in diesen Systemen. Aus der Analyse der Ergebnisse 
die in Tabelle IT angefiihrt sind, lassen sich folgende SchluBfolgerungen 
ziehen. 
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Tabelle Il. 





Wirkung der verschiedenen Anionen, Kation Na* 46 mg. 
Ni Anion Uvense Pate H H, 
cem ecm 
1 C] 10 59 — 17,68 20.45 
2 Cl 10 20 - 38,40 — 33,87 
3 Cl 10 10 + 14,16 16,00 
4 W Og 20 20 - 23,17 - 27,42 
5 WO, 10 29 - 55,63 54,70 
6 F 10 10 76,11 76,80 


Aus dem Vergleich der Reihen 2 und 5 (Tabelle IL) geht hervor, 
daB die Hemmung der Reaktion in Anwesenheit des Ions WO, 
bedeutender ist als in Anwesenheit des Ions Cl, d. h. die Reaktions- 
hemmung wird nicht nur durch das Ion Na’, sondern auch durch die 
Anionen verursacht, und zwar in jedem Falle verschieden; in dem 
vorliegenden besonders durch das Ion WQ,. 

Aus dem Vergleich der Reihen 2 und 4 ersehen wir, daB trotz der 
Verdopplung der Fermentmenge die gréBte Wirkung auf den Reaktions- 
verlauf vom WO, ausgeiibt wird; wenn wir schlieBlich die Ergebnisse 
beziiglich Cl, WO, und F vergleichen, erweist sich, daB bei ver- 
schiedenen Varianten verschiedener Ingredienzien, aber bei konstanter 
Menge des lons Na” das Cl-Ion die geringste Wirkung auf das System 
Urease-—Harnstoff ausiibt. 

Wir nehmen ein und dieselbe Menge Na’-Ion in Milligramm und ver- 
gleithen die Aquimolekularen Mengen der Anionen F, Cl, WQ,. Wir ver- 
suchten ferner, den EinfluB der absoluten Gewichtsmengen der in die Reaktion 
eingefiihrten Anionen zu vergleichen, was natiirlich nur annaéhernd exakt 
ausgefiihrt werden kann. Bei diesem Vergleich fand sich wieder eine gréBere, 
aber weniger scharf ausgeprigte Hemmung seitens des Ions WO, als seitens 
des Ions Cl. 

Was die Kationen anbetrifft, so kénnen wir-bei einem Vergleich 
der Tabellen der vorhergehenden Mitteilungen! die verschiedenen 
Wirkungen der untersuchten Kationen Na’, K’, Rb’ und Li’ bei den- 
selben Mengen des Cl-Ions erkennen. Folglich reagieren bei der Urease- 
Harnstoffreaktion die eingefiihrten Salze durch ihre Anionen und 
Kationen gesondert, indem diese offensichtlich im System die ent- 
sprechenden Gruppen auffinden. Das legt den Gedanken nahe, 


1 Siehe diese Zeitschr. 247, 89, 1932; 251, 51, 1932. 
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daB im Fermentmolekil entsprechende positiv und negativ geladene 
Gruppen bestehen, welche der gesonderten Einwirkung der Kationen 
der Anionen unterliegen. Wir weisen hier auf die Arbeit von Smoro 
linzev und Adowa iiber die Proteasen hin, in welcher sie tiber das 
Molekiil der letzteren aussagen, daB es durch die Gruppen NH, und 
COOH charakterisiert wird. Myrbdck fiihrt beziiglich der Amylasen 
den Ausdruck Chloramylase, Nitratamylase fiir die Substanzen ein, 
die als Resultat der Einfithrung des Ions Cl oder NO, bei der Wechsel- 
wirkung der Amylase mit den entsprechenden Salzen entstehen. 

Ganz gesondert steht die Frage der Spezifitat einiger Tonen in 
bezug auf die Urease, wie z. B. des Ions F im Vergleich mit Cl. Man kénnte 
diese Frage a priori lésen, indem man als Grundlage den verschiedenen 
Grad der elektro- oder hydrolytischen Dissoziation der eingefiihrten 
Salze annimmt. Dieses Problem unterliegt der weiteren experimentellen 
Bearbeitung, ebenso wie die Aufdeckung der entsprechenden Gruppen 
im Ureasemolekiil und deren quantitative Wertung. 


Literatur. 


1) Smorodinzev u. Adowa, H. 177, 187, 1928. 2) Myrback, ebenda 159, 
1926. 
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Uber die Phosphatfraktionen in der Kuhmilch und ihre 
Verinderungen bei der spontanen Siuerung und durch molkerei- 
mibige Behandlung. 


Von 


Konrad Lang und Max Miethke. 


(Aus der Stiadtischen Krankenanstalt Kiel und dem chemischen Institut de 
PreuBischen Versuchs- und Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft in Kiel. 


(Eingegangen am 8. September 1932.) 


Die bisher in der Milchchemie iibliche Einteilung der in der Milch 
enthaltenen Phosphorverbindungen in die drei Fraktionen: Casein-P, 
Lipoid-P und anorganischer P schien uns nach den neueren Ergebnissen 
revisionsbediirftig zu sein. Wir wissen heute, daB in den tierischen 
Organen, speziell in der Muskulatur, ferner auch im Blute eine ganze 
Reihe organischer Ester der Phosphorsiure von teilweise sehr groBer 
biologischer Bedeutung enthalten sind. Wir vermuteten daher, dai 
auch in der Milch in der Fraktion, die friiher als rein anorganisches 
Phosphat betrachtet wurde, neben dem wahren anorganischen Phosphat 
gleichfalls noch organische Phosphorsaureester existieren. 

Die Fraktionierung der Phosphorverbindungen in der Milch erfolgt« 
bisher folgendermaBen: Der durch Extraktion mit organischen Lésungs 
mitteln wie Ather, Alkohol, Chloroform usw. extrahierbare P wurde als 
Lipoid bezeichnet, der durch EnteiweiBung im sauren Milieu in das Filtrat 
iibergehende P als anorganischer P. Der Casein-P wurde als die Differenz 
zwischen Gesamt-P und der Summe der beiden vorher genannten Fraktionen 
errechnet. Im Durchschnitt ergab die bisherige Milchanalyse fiir diese 
Fraktionen folgende Werte (Tabelle I). Im Anschlu8 an die in der Blut 
chemie iibliche Nomenklatur wollen wir im folgenden fiir den bei saurer 
EnteiweiBung in das Filtrat tibergehenden Phosphor die Bezeichnung 
sdureléslicher Phosphor waihlen, und wir werden zeigen, daB diese Fraktion 
neben anorganischem Phosphat auch noch betrachtliche Mengen organische 
Phosphorverbindungen enthalt. Als wahres anorganisches Phosphat be 
zeichnen wir im AnschluB an die von Meyerhof und Lohmann fiir den Muske! 
aufgestellte Nomenklatur den bei schonendster Behandlung direkt mit 
Magnesiamixtur ausfallbaren Anteil des siureléslichen Phosphors. Aucl 
die Bezeichnung ,,scheinbar anorganisches Phosphat** gebrauchen wir in 
gleichen Sinne wie Meyerhof und Lohmann. Die gesamte Unterfraktionieruny 
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Tabelle I. 





Milch 1 Milch 2 Milch 3 

mg-° 9 mg-9/5 mg 
Geeme 4. «<6 iow es 79,10 79.00 83,20 
Anorganischer P ... . 57,50 56,40 63,70 
CS —— ee ee 1,20 1,03 1.27 
a 20,40 21,57 18,23 


des siureléslichen Phosphors haben wir in Anlehnung an die von den beiden 
genannten Autoren entwickelten Prinzipien durchgefiihrt. 


1. Die Verteilung der Phosphatfraktionen in der Kuhmilch. 

In der Tabelle II stellen wir das Ergebnis der Untersuchungen an 
drei Rohmilchproben (Sammelmilchen der Kieler Lehrmeierei) zusammen. 
Wie aus der Tabelle entnommen werden kann, ist die Fraktion des 
wahren anorganischen Phosphates nicht identisch mit der friiher als 
anorganischer Phosphor bezeichneten, sondern wesentlich kleiner 
Es miissen daher noch nebenbei Phosphorverbindungen in der Milch 
vorhanden sein, die gegen Saure sehr empfindlich sind und jn saurem 
Milieu sofort aufgespalten werden. Die Vermutung war naheliegend, 
daB es sich hierbei eventuell um eine Kreatinphosphorsiure handeln 
kénne. Dies kann jedoch keineswegs in gréBerem Ausmafe der Fall 
sein, wie aus der folgenden Uberlegung hervorgeht. Betrachten wir 
z. B. Milch Nr. 1 der Tabelle IT, so betragt die Spanne zwischen wahrem 
anorganischen P und scheinbar anorganischen P 8,3 mg-°%,. Da in der 
Kreatinphosphorsaure auf 1mg P 4,19mg Kreatin kommen, so ver- 
langten diese 8,3 mg-°%, einen Kreatingehalt von 4,19 . 8,3 — 34,8 mg-% 
Kreatin in dieser Milch. Nun ist aber der Kreatingehalt normaler 
Kuhmilch sehr gering und betragt nach Kieferle und Gloetzl' durch- 
schnittlich nur 2,5 mg-%. Es kann sich demnach bei dieser siure- 
empfindlichen Fraktion nicht um eine Kreatinphosphorsaéure .handeln. 
Wir haben nun versucht, diese Verbindung aus der Milch zu isolieren, 
konnten aber bisher noch nicht zu _ kristallisierten, analysenreinen 
Priparaten gelangen.. Auch die Darstellung kristallisierender Derivate. 
wie Brucinsalze usw. ist uns trotz gréBter Bemiihungen noch nicht 
gelungen. Wir kénnen daher iiber die Natur dieses Kérpers noch keine 
Angaben machen. 

Die Siureempfindlichkeit dieser Verbindung scheint auBerordentlich 
groB zu sein. Enteiwei8t man nicht in saurem, sondern neutralem bis 
schwach alkalischem Milieu, was nach der Methode von Hinsherg und 
Laszlo? in feiner Abstufung méglich ist, so ergibt sich, wie aus Tabelle IIT 


1 Milechwirtsch. Forsch. 11, 62, 1930. 
2 Diese Zeitschr. 217. 354, 1930. 
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Tabelle II. 





Milch 1 Milch 2 Milch 3 
mg-" 9 mg- mg-" /o 
Wahrer anorganischer P. . 54.8 58.4 55,2 
Scheinbarer anorganischer P 63.1 66.4 62.4 
Nach 7 Min. Hydrolyse in 
nHCl bei 100° . . . 65,4 67,0 63,6 
Nach 15 Min. Hydrolyse in 
n HCl bei 100° . . . 65,5 67.0 63,6 
Nach 30 Min. Hydrolyse in 
n HCl bei 100° . . 65.3 66.8 63.1 
Nach 60 Min. Hydrolyse in 
n HCl bei 100° .... 65,4 66,6 
Nach 189 Min. Hydrolyse in 
n HC! bei 190° . ... 65,4 67,0 63,4 
Gesamtsaurelosliches P . . 65,0 67.6 67.9 


Tabelle Ill. 





Milch 1 Milch 2 Milch 3 
mg-0/> mg-°/5 mg-° 


Wabhrer anorganischer P im Trichlor- 

essigsaurefiltrat ........ 54,6 57,1 56,6 
Wahrer anorganischer P nach Ent- 

eiweibung im neutralen bis alkali- 


schen Milieu 35,7 37,5 


a 30 
or 
“I! 


hervorgeht, daB unter diesen Bedingungen noch wesentlich niedrigere 
Werte fiir die Fraktion des wahren anorganischen Phosphates gefunden 
werden. Es mu8 also schon selbst bei einer EnteiweiBung mit Tri- 
chloressigsiure bei einer Temperatur von unter 0° und méglichst rascher 
Alkalisierung ein erheblicher Teil dieser labilen Fraktion aufgespalten 
worden sein. Die niedrigeren Werte fiir den wahren anorganischen P 
im Quecksilberfiltrat sind nicht dadurch bedingt, daB etwa anorganisches 
Phosphat infolge des alkalischen Milieus ausfallt. Dies geht schon 
daraus hervor, daB die Menge des zugesetzten Borats und damit der 
Alkalitatsgrad ohne jeden EinfluB auf das Resultat ist. Im tbrigen 
haben schon Hinsberg und Laszlo gezeigt, daB in Zusatzversuchen bei 
dieser EnteiweiBungsmethode alles zugesetzte Phosphat wiedergefunden 
wird. 

Wie weiter aus der Tabelle II ersichtlich, ist die Spanne zwischen 
dem scheinbar anorganischen Phosphat und den Werten, die man nach 
7 Minuten langer Hydrolyse in n HCl bei 100° erhalt, auBerst gering. 
Es kénnen demnach nennenswerte Mengen von Pyrophosphat in der 
Milch nicht enthalten sein. Auch die Spanne zwischen scheinbarem 
anorganischen Phosphat und den Zahlen nach drei- bis fiinfstiindiger 
Saurehydrolyse ist unbedeutend, so daB also gréBere Mengen leicht 
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ydrolysierbarer Kohlenhydratester der Phosphorsiure in der Milch 


icht vorhanden sind. Die Differenz der Werte nach drei- bis fiinf 
tiindiger Saéurehydrolyse und denjenigen nach Veraschung der Tri- 
chloressigsaurefiltrate (gesamtsaéurelésliches Phosphat) ist meistens nur 
gering, nur in einzelnen Fallen erreichte sie gréBere Betrage. Demnach 
st auch der Anteil schwer hydrolysierbarer Kohlenhydrat- und Glycerin- 
phosphorsaureester in der Milch im allgemeinen nur geringfiigig. 


2. Verhalten der Fraktionen des siureléslichen Phosphors bei der Spontan- 
siuerung der Mileb. 

In den Tabellen 1V und V geben wir zwei Versuche wieder, die wir 
zum Studium der Frage, wie sich die verschiedenen Fraktionen des 
siureléslichen Phosphors bei der Spontansiuerung der Milch verhalten, 
angestellt haben. Wahrend alle anderen Fraktionen sich vollkkommen 
unverindert erweisen, so daB wir teilweise auf eine Wiedergabe der 
von uns gefundenen Werte verzichten zu kénnen glauben, zeigt es sich, 


Tabelle IV. 





16. Il 17. Il 18. I] 18. I] 19. 1] 19. II 
8 Uhr 8 Uhr 8 Uhr 20 Uhr 8 Uhr 20 Uhi 
Wahrer anorgan. P nach 
EnteiweiBung im neutralen 
bis alkalischen Milieu in 
I ee a eee ae 31,3 31,3 32.0 37.6 42.8 46,6 
Scheinbarer anorganischer P 
eS SS ig ro. aw 52.6 52.4 52.8 52.5 52.3 52,7 
Gesamtsaurelodsl. P in mg-°%, 56.4 56.8 56.6 56.5 56.7 56.6 
Sauregred S.H. ..... 5,8 6,0 9.2 14,0 27,2 29.6 
ed tip! oy oi cpr Ge? en 6.85 6,84 6,27 5,62 4.46 4.35 


Einzelmilch: Aufbewahrungstemperatur 16 bis 17°C. 


Tabelle V. 





23.11. | 2.11. | 2.1 25.11. 26. II 26.11. 27.17. 28.11, 
8 Uhr 8 Uhr 8 Uhr 20Uhr SUhr 2WUhr 8Ubhr 8Uhr 


Wahrer anorganischer P 
nach Enteiweibung im 
neutralen bis alkali- 
schen Milieu in mg-% 33,5 335 35.3 35,5 39,7 438 484 49,9 
Scheinbarer anorgan. P 

in mg-% ? 


re ror 57.9 58.0 57.2 58.1 57.2 58.0 57.2 57.5 
Gesamtsaureloslicher | 


inmg-% ...... 64,0 638 634 64,0 634 63,6 63,7 63,9 
Sauregrad S.H.. . . . 6,4 68 104 132 156 20,4 27,2 | 33,2 
eer ee op 6.82 6.80 633 616 5,388 536 4,78 4,52 


Finzelmilch: Aufbewahrungstemperatur 14 bis 15° C. 
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da8 das wahre anorganische Phosphat, bestimmt nach EnteiweiBung 
im neutralen bis alkalischen Milieu, im Verlauf der Sauerung auBer 
ordentlich stark zunimmt. Und zwar tritt iibereinstimmend in allen 
Versuchen die Aufspaltung der siurelabilen Fraktion dann ein, wenn in 
der Milch ein py von etwa 6,0 erreicht ist. Bis zu py = 6,0 erfolgt 
noch keine Aufspaltung. Dieses Verhalten der séurelabilen Fraktion 
war eigentlich von vornherein nach unseren Erfahrungen bei der Analys: 
und Isolierung dieser Substanz zu erwarten gewesen. Es bestatigt die 
auBerordentlich groBe Saureempfindlichkeit dieser Fraktion. 


8. Verhalten der Fraktionen des siureléslichen Phosphors bei der molkerei- 
maBigen Behandlung der Milch. 

Wir haben in dieser Beziehung den Einflu8 des Zentrifugierens, der 
Momenterhitzung auf 85°, der Dauerpasteurisierung (30 Minuten auf 63°) 
und des Aufkochens der Milch untersucht. 

Wie aus unseren Versuchen hervorgeht, hat keine der genannten 
Manipulationen einen wesentlichen EinfluB auf irgendeine der unter- 
suchten Phosphatfraktionen. Wir glauben daher, auf eine Wiedergabe 
unserer umfangreichen diesbeziiglichen Versuchsprotokolle verzichten 
zu kénnen. DaB natiirlich die Verteilung des Lipoid-P durch Zentri- 
fugieren eine Veranderung erfihrt und dadurch in der Magermilch 
weniger Lipoid-P gefunden wird als in dem zugehérigen Rahm, ist 
selbstverstandlich. 

Unsere Versuche zeigen, daB, falls der bisher unbekannten saure- 
Jabilen Phosphatfraktion in ernahrungsphysiologischer Beziehung eine 
besondere Bedeutung zukommen sollte, die Vollwertigkeit der Milch 
nach dieser Richtung hin durch molkereimaBige Behandlung erhalten 
bleibt. 

Auf Grund unserer Versuche unterscheiden wir demnach in der 
Kuhmilch die folgenden Phosphorfraktionen: 

1. Casein-Phosphor. 

2. Lipoidphosphor (iiber diese Fraktion wird der eine von uns 
demniichst ausfiihrlich berichten). 

3. Saureléslicher Phosphor. Dieser setzt sich aus den folgenden 
Unterfraktionen zusammen: 

a) Wahres anorganisches Phosphat, in einer Menge von etwa 30 bis 
35 mg-°,, als P berechnet. Diese Fraktion kann infolge der Gegenwart 


einer sehr séurelabilen Phosphatfraktion in der Milch nur nach EnteiweiBung 
in neutralem bis schwach alkalischem Milieu exakt bestimmt werden. 


b) Saéurelabiles Phosphat, in einer Menge von etwa 20 mg-°,, als P 
berechnet. Es errechnet sich als die Differenz zwischen wahrem anorgani- 
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hen und scheinbar anorganischen P. Uber die Natur dieser Fraktion 
mnen noch keine niheren Angaben gemacht werden. Versuche zu ihrer 
eindarstellung sind im Gange. 

c) Leicht hydrolysierbare Phosphorséureester. Ihre Menge ist auBer- 
rdentlich gering. 

d) Schwer hydrolysierbare Phosphorséureester. Ihre Menge ist meist 
nbedeutend. In mancher Milch wurden bis zu 8 mg-°,, als P berechnet, 
ifgefunden. ; 

Zusammenfassung. 

Es wird iiber Untersuchungen berichtet, die sich mit der Ver- 
teilung der einzelnen P-Fraktionen in der Kuhmilch befassen. Gleich- 
zeitig wird tiber das Verhalten dieser Phosphatfraktionen bei der spon- 
tanen Sauerung und bei molkereimaBiger Behandlung der Milch be- 
richtet. 


Berichtiguneg. 


In der Arbeit von L. Seekles, B. Sjollema und F.C. van der Kaay: 
Die Anderungen in der Blutzusammensetzung und im ‘lonus des vege- 
tativen Nervensystems wahrend der Graviditat und in der Geburts- 
periode des Rindes (diese Zeitschr. 249, 424, 1932) wurden die Aceton- 
werte irrtiimlich pro 100 cem Vollblut angegeben. Die Zahlen beziehen 
sich auf 1] Liter Vollblut. Unsere SchluBfolgerung beziiglich der Schwan- 
kung der Acetonwerte und threr Beziehung zum Blutzucker andert 
sich nicht. 
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